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RESUMO

VASCONCELLOS, F. M. Estudo do padréo de adesédo agregativa de Escherichia coli do
sorotipo O142:H34. 2014. 112 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2014.

Escherichia coli enteropatogénica é um dos patdtipos de E. coli diarreiogénica (EcD),
importante agente de diarreia aguda na inféncia, principalmente em paises em
desenvolvimento. Cepas desse patotipo induzem uma alteragdo histopatoldgica no epitélio
intestinal denominada lesdo attaching and effacing (A/E). A classificacdo de EPEC nos
subgrupos tipica e atipica é baseada na presencga ou auséncia do plasmideo E. coli adherence
fator (pEAF), respectivamente. A tipagem do antigeno somatico (O) das cepas de EPEC
associadas a diarreia levou a definicdo de 12 sorogrupos classicos de EPEC, dentre os quais
estd o sorogrupo O142. Um estudo prévio de caracterizacdo de EPEC do sorogrupo 0142
descreveu uma cepa do sorotipo 0142:H34 (Ec48/66) que apresentava como caracteristicas a
presenca do gene eae (o qual codifica a adesina intimina de EPEC), a auséncia do plasmideo
pEAF (determinante de EPEC tipica), a reatividade com o fragmento sonda CVD432
(indicativo do plasmideo de viruléncia de E. coli enteroagregativa, ou EAEC) e a expressdo
do padrdo de adesdo agregativa (caracteristica de EAEC). Essa cepa apresenta uma inusitada
combinacdo de genes de viruléncia de EPEC e EAEC, tornando a sua classificacao
dificultosa. Além disso, a adesina que medeia a adesdo agregativa dessa cepa ndo foi
caracterizada. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel de estruturas
fimbriais no estabelecimento do padrdo de adesdo agregativa da cepa Ec46/88 de E. coli do
sorotipo O142:H34, bem como avaliar a sua classificacdo. A cepa Ec46/88 mostrou-se capaz
de aderir no padrdo agregativo nas linhagens HelLa, HEp-2, HT-29 e T84, além de causar a
lesdo A/E em células HelLa e HT-29. A pesquisa de diversos fatores de viruléncia de EAEC e
de outros pat6tipos de E. coli detectou a presenca de aggDBCA, 0s quais compdem 0 operon
que codifica a adesina AAF/I de EAEC, e de ecpRABCDE, que codificam a fimbria E. coli
common pilus (ECP). O operon agg foi sequenciado mostrando alta identidade (96%) de
aggDBC com 0s mesmos genes presentes na EAEC 17-2 e de aggA (99%) com um gene que
codifica a variante AggA4s7. Os genes do operon ecp apresentaram alta identidade (99%) com
0 mesmo operon da EPEC E2348/69. Mutantes nos genes que codificam os ushers de AAF/I e
ECP (aggC e ecpC, respectivamente) foram obtidos. A andlise da interagdo dos mesmos com
células HeLa mostrou a manutencao da adesdo agregativa e da capacidade de causar a lesao
A/E em ambos. Entretanto, o mutante em aggC apresentou diminuicdo significativa do
namero de bactérias aderidas. Analises filogenéticas dessa cepa, em relacao a outros patotipos
de EcD, a posicionaram em um grupo constituido predominantemente por EPEC. Os dados
obtidos permitem concluir que a cepa Ec48/66 € uma EPEC atipica, com capacidade de causar
a lesdo A/E in vitro e que expressa 0 padrdo de adesdo agregativo, o qual é parcialmente
dependente de uma variante da fimbria AAF/I, mas ndo da fimbria ECP.

Palavras-chave: Adesédo. Escherichia coli enteropatogénica. Fimbria AAF/I. Fimbria ECP.



ABSTRACT

VASCONCELLOS, F. M. Study of the aggreggative adherence pattern of Escherichia coli
from serotype O142:H34. 2014. 112 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.

Enteropathogenic Escherichia coli is one of the diarrheagenic E. coli (DEC) pathotypes, an
important agent of acute diarrhea in children, especially in developing countries. Strains of
this pathotype induce histopathological changes in the intestinal epithelium known as
attaching and effacing (A/E) lesion. The classification of EPEC in the subgroups typical and
atypical is based on the presence or absence of the plasmid E. coli adherence factor (pEAF),
respectively. Somatic antigen (O) typing of EPEC strains associated with diarrhea led to the
definition of 12 classical EPEC serogroups, among which is the serogroup O142. A previous
study characterizing EPEC 0142 described a strain of serotype 0O142:H34 (Ec48/66)
presenting some important characteristics: the presence of the eae gene (which encodes the
adhesin intimin of EPEC), the absence of the pEAF (determinant of typical EPEC), reactivity
with the probe fragment CVVD432 (indicative of the virulence plasmid of enteroaggregative E.
coli, or EAEC) and the expression of the aggregative adherence pattern (characteristic of
EAEC). This strain has an unusual combination of EPEC and EAEC virulence genes, making
difficult its classification. Furthermore, the adhesin mediating the aggregative adherence othis
strain was not characterized. Thus, the present study aimed to evaluate the role of fimbrial
structures in the establishment of the aggregative adherence pattern of E. coli strain serotype
0142:H34 and evaluate its classification. The strain Ec46/88 was able to adhere to Hela,
HEp-2, HT-29 and T84 cell in the aggregative adherence pattern, as well as to cause the A/E
lesion in HeLa and HT-29 cells. A survey of several virulence factors of EAEC and other E.
coli pathotypes detected the presence of aggDBCA, which comprise the operon encoding the
EAEC AAF/I fimbriae, and ecpRABCDE, which encode the E. coli common pilus (ECP). The
agg operon was sequenced exhibiting high identity (96%) of aggDBC with the same genes
present in EAEC 17-2, and aggA (99%) with a gene encoding the variant AggAss7. The genes
of the ecp operon showed high identity (99%) with the same operon of EPEC E2348/609.
Mutants in the genes encoding AAF/I and ECP ushers (aggC and ecpC, respectively) were
obtained. The analysis of the interaction of both mutants with HeLa cells showed the
maintenance of the aggregative adherence and the ability to cause the A/E lesion. However,
the aggC mutant presented significant decrease in the number of adherent bacteria.
Phylogenetic analysis in relation to other DEC pathotypes situated this strain in the group
consisting predominantly of EPEC. The data obtained indicated that the Ec48/66 strain is an
atypical EPEC able to cause the A/E lesion in vitro and to express the aggregative adherence
pattern, which is partially dependent on a variant of AAF/I fimbriae, but not on ECP fimbriae.

Key words: Adhesion. Enterophatogenic Escherichia coli. AAF/I fimbriae. ECP fimbriae.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Escherichia coli diarreiogénica

A doenca diarreica é considerada um dos principais problemas de saide mundial. De
acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a diarreia esta entre as
principais causas de mortalidade infantil, afetando cerca de 2 milhdes de criangas a cada ano
em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento (WHO, 2009). No Brasil a
doenca também é uma das maiores causas de morte de criangas abaixo de 5 anos de idade
(BRYCE et al., 2005). Segundo dados da OMS, rotavirus e E. coli sdo os dois agentes
etioldgicos mais comuns da diarreia nos paises em desenvolvimento, responsaveis por metade
dos 6bitos associados a essa patologia (LANATA et al., 2013).

As E. coli sdo encontradas na microbiota intestinal do homem e de outras espécies
animais de sangue quente (DRASAR; HILL, 1974). Devido a sua capacidade de adaptacdo a
diferentes ambientes, estdo presentes em variados habitats, tanto terrestres quanto aquaticos
(MARTINEZ; TRABULSI, 2008). Geralmente as E. coli estdo confinadas no limen intestinal
como organismos simbiontes. Entretanto, em situacdes adversas onde o hospedeiro encontra-
se debilitado e as barreiras intestinais sdo violadas, cepas ndo patogénicas podem causar
infeccdes. No homem as infeccbes causadas por E. coli podem ser intestinais e
extraintestinais, dentre as quais destacam-se epidemiologicamente as infec¢Bes urinarias, as
sepses e as meningites de recém-nascidos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A espécie E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, compreendendo bacilos
Gram-negativos que compbe predominantemente a microbiota intestinal humana,
desempenhando um importante papel na manutencdo da fisiologia intestinal (NATARO;
KAPER, 1998). De acordo com o esquema proposto por Kauffmann, os membros desta
espécie podem ser diferenciados com base no antigeno somatico (O), que corresponde a
porc¢éo lipopolissacaridica da membrana externa (LPS), e no antigeno flagelar (H), podendo
assim ser classificados em sorogrupos (O) e sorotipos (O:H) (KAUFFMANN, 1947).

Atualmente sdo identificados mais de 180 sorogrupos O em E. coli, que podem ser
subclassificados em mais de 60 sorotipos O:H, possibilitando mais de 10.000 combinagdes.
Porém, o numero de sorotipos associados a diarreia € muito restrito (CAMPOS;
FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).
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As cepas de E. coli causadoras de infecgOes intestinais s&o conhecidas como
diarreiogénicas e estdo agrupadas em seis categorias ou patétipos, considerando seus
diferentes mecanismos de viruléncia, sindromes clinicas que causam, sorotipos e 0s tipos de
interacdo com linhagens celulares (NATARO; KAPER, 1998). Esses patétipos sao
denominados: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC); E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli que adere difusamente a células epiteliais (DAEC) (NATARO; KAPER,
1998). As bactérias pertencentes a cada uma dessas categorias causam diarreia por
mecanismos distintos, afetam diferentes grupos populacionais e expressam diferentes fatores
de viruléncia (CLEMENTS et al., 2012; NATARO; KAPER, 1998).

A figura 1 apresenta um esquema da geracdo de cada um dos seis patotipos de E. coli
diarreiogénicas, a partir de uma E. coli ndo patogénica que adquire os principais fatores de
viruléncia caracteristicos de cada patotipo. Dentro dos patétipos EPEC e EAEC, a perda de
alguns desses fatores originam as cepas atipicas.
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Figura 1 - Classificacéo das E. coli diarreiogénicas em pat6tipos determinados pela presenca
de fatores de viruléncia especificos.
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As setas pretas indicam aquisicdo de fatores de viruléncia; as setas vermelhas indicam perda de fatores. CF,
fatores de colonizacdo; LT, toxina termoldbil; ST, toxina termoestavel; Afa/Dr, adesinas da familia DR;
Stx1/Stx2, toxinas Shiga tipo 1 e 2; pAA, plasmideo de viruléncia de EAEC; aggR, codifica o ativador de genes
de viruléncia de EAEC; pINV, plasmideo de invasdo de EIEC/Shigella; Shigella PAL, ilha de patogenicidade de
Shigella spp.; bfp, operon que codifica a fimbria BFP; LEE, locus of enterocyte effacement; pEAF, plasmideo E.
coli adhrence factor. Fonte: Adaptado de Croxen et al. (2013).

ETEC é o patdtipo capaz de produzir uma ou ambas enterotoxinas, denominadas
termolabil (LT) e termoestavel (ST). Esse patotipo pode aderir a mucosa intestinal através dos
seus varios fatores de colonizacdo (NATARO; KAPER, 1998). A colonizagdo e a presenca
das enterotoxinas levam a uma diarreia aquosa tipicamente associada a infec¢do causada por
ETEC, atingindo criangas e adultos. Além disso, é fortemente associada como agente de
diarreia do viajante (ARENAS-HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA; TORRES, 2012).

As cepas de EIEC causam diarreia aquosa, colite inflamatdria ou disenteria. Sdo muito
relacionadas a Shigella spp. em termos de caracteristicas genéticas, bioquimicas e de
patogenicidade (CROXEN et al., 2013). O mecanismo de patogénese das EIEC consiste da

invasdo da mucosa intestinal, seguida de fagocitose e lise do vacuolo endocitico,
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multiplicacdo intracelular, movimentacéo no citoplasma e passagem para as células adjacentes
(PARSOT, 2005).

STEC foi primeiramente identificada como agente de um surto de diarreia
sanguinolenta e da sindrome hemolitica urémica (SHU) nos EUA (RILEY et al., 1983). E
classificada como um patdgeno zoondtico que pode causar gastroenterite e colite
hemorréagica, podendo ainda provocar a SHU, uma severa complicacdo renal e sistémica
devido a acdo da toxina Shiga (Stx) em diversos 6rgaos (FRANKEL et al., 1998). As STEC
possuem ainda uma subcategoria, denominada E. coli enterohemorréagica (EHEC), sendo que
a diferenca entre elas da-se pela capacidade das EHEC de causar a lesdo attaching and
effacing na mucosa intestinal, semelhante as EPEC (NATARO; KAPER, 1998).

DAEC foi assim denominada devido ao padrdo de adesdo difusa (AD) que as cepas
deste patdtipo apresentam em ensaios de interacdo em células epiteliais cultivadas, onde as
bactérias aderem-se de forma difusa sobre toda a superficie celular (NATARO et al., 1987). A
associacao de DAEC com diarreia é controversa, uma vez que varios estudos epidemiol6gicos
ndo associam esse patétipo a doenca diarreica (GIRON et al., 1991; GOMES et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2002; SCALETSKY et al., 2002a).

1.2 E. coli enteroagregativa

O termo E. coli enteroaderente agregativa foi estabelecido por Nataro et al. (1987) ao
classificar algumas cepas de E. coli isoladas em um estudo epidemioldgico sobre a etiologia
da diarreia aguda em criangas no Chile. Essas cepas apresentavam um tipo de interacdo
distinto com células HEp-2, designado como adesdo agregativa (AA). No padrdo AA as
bactérias aderem-se umas as outras, a superficie das células HEp-2 e também a superficie da
laminula na auséncia de células, numa configuracdo que lembra tijolos empilhados,
formando agregados heterogéneos (NATARO et al., 1987). Posteriormente 0 patétipo passou
a ser chamado E. coli enteroagregativa ou EAEC (BAUDRY et al., 1990).

De modo semelhante ao que ocorreu com as EPEC, Sarantuya et al. (2004)
propuseram a classificagdo de cepas de EAEC nos grupos tipica e atipica. Enquanto as EPEC
sdo classificadas nesses dois grupos levando-se em conta a presenca ou auséncia do
plasmideo pEAF (KAPER, 1996), no patotipo EAEC essa classificacdo se baseia na presenca

ou ndo do gene aggR, o qual codifica uma proteina reguladora global dos genes de viruléncia
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de EAEC e esta localizado no seu plasmideo de viruléncia (HARRINGTON et al., 2006;
NATARO et al., 1994).

Desde a sua primeira descricdo, EAEC esta associada com casos de diarreia nos mais
variados cendrios ao redor do mundo. Estes estudos incluem a diarreia endémica em criangas,
tanto em paises industrializados quanto em desenvolvidos (HUANG; DuPONT, 2004,
HUANG et al., 2004; OKEKE; NATARO, 2001), a diarreia persistente (>14 dias) entre
individuos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida e criancas desnutridas,
especialmente em paises em desenvolvimento (GASSAMA-SOW et al., 2004; HUANG et
al., 2006; MATHEWSON et al., 1998), e como causa da diarreia do viajante (ADACHI et
al., 2001; GASCON et al., 1998; OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

EAEC tem sido reconhecida cada vez mais como agente de diarreia aguda e
persistente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento e € considerado um
enteropatogeno emergente (BHAN et al., 1989; CRAVIOTO et al., 1991; FANG et al., 1995;
HARRINGTON et al., 2006; KAPER et al., 2004). Além disso, surtos de diarreia causados
por EAEC associados ao consumo de alimentos contaminados foram relatados em paises
desenvolvidos, como Reino Unido (SMITH et al., 1994; SMITH et al., 1997), Japdo
(HARADA et al., 2007; ITOH et al., 1997; YATSUYANAGI et al., 2002) e Italia (SCAVIA
et al., 2008). Em um dos surtos no Japdo foram acometidas 2.697 criancas em idade escolar
(ITOH et al., 1997).

Mais recentemente, um surto de diarreia de grandes proporc@es atingiu varios paises
da Europa, principalmente a Alemanha. Foram afetados 4.321 individuos, sendo que 900
destes desenvolveram a SHU, ocasionando mais de 50 mortes. A cepa responsavel por este
grave surto foi um hibrido de EAEC e EHEC, uma E. coli 0104:H4 que carregava fatores de
viruléncia encontrados em EAEC tipica, além do gene que codifica a toxina Stx de STEC
(BIELASZEWSKA et al., 2011; GRAD et al., 2012). Outros relatos de casos de EAEC que
adquiriram o gene stx, ja haviam sido reportados no Japdo (I'YODA et al., 2000), Franca
(MORABITO et al., 1998), Irlanda do Norte (DALLMAN et al., 2012) e Republica Centro-
Africana (MOSSORO et al., 2002). Recentemente Clements et al. (2012) propuseram a
classificacdo dessas cepas em um novo patotipo denominado STEAEC.

A patogenicidade de EAEC tem sido atribuida a fatores particulares que néo estdo
uniformemente distribuidos entre as cepas de EAEC isoladas ao redor do mundo (GIOPPO et
al., 2000; JENKINS et al., 2006; NATARO; KAPER, 1998; OKEKE et al., 2000; SPENCER
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et al., 1999; SARANTUYA et al., 2004; UBER et al., 2006). Ndo foi encontrado até o
presente momento um marcador de viruléncia comum a todos isolados de EAEC
(ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, et al., 2012).

A patogénese de EAEC ainda ndo é bem definida, porém diversos estudos sobre o
assunto sugerem um modelo de trés estagios para a sua patogénese: (1) adeséo inicial a
mucosa intestinal e 8 monocamada de muco (HICKS et al., 1996; TZIPORI et al., 1992); (2)
inducdo de producdo de muco, seguido de formacéo de biofilme sobre a superficie da mucosa
(HICKS et al., 1996) e (3) desencadeamento de um processo inflamatorio com liberagdo de
citocinas, o qual resulta em danos a mucosa e secrecao intestinal (BOUCKENOOGHE et al.,
2000; GREWAL et al., 1997; HARRINGTON et al., 2005; JIANG et al., 2002; STEINER et
al., 1998). O hospedeiro que sofre de subnutricdo pode ser incapaz de reparar os danos e
tende a desenvolver a sindrome da diarreia persistente.

O ensaio de adesdo as células epiteliais HEp-2 ou Hela constitui-se no teste de
referéncia para deteccdo da categoria EAEC, evidenciando o padrdo AA caracteristico
(NATARO; KAPER, 1998). Como alternativa ao teste de adesdo, Baudry et al. (1990)
desenvolveram uma sonda genética que consiste de um fragmento criptico de 1 kb do
plasmideo presente em uma cepa de EAEC pertencente ao sorotipo O3:H2 (cepa 17-2). Esse
fragmento, descrito inicialmente como sonda CVD432 e, posteriormente, como sonda AA ou
sonda EAEC, tem sido amplamente usado na detec¢do de EAEC, embora sua especificidade e
sensibilidade variem de acordo com o grupo de cepas em estudo, confirmando a
heterogeneidade dentro do patétipo (BAUDRY et al., 1990; DEBROY et al., 1994; FANG et
al., 1995; GOMES et al., 1998). Posteriormente, Nishi et al. (2003) evidenciaram que 0
fragmento sonda CVD432 na verdade corresponde ao gene aatA, o qual faz parte de um
cluster de cinco genes (aatPABCD) que codificam as proteinas do sistema do tipo ABC de
secre¢do. Desta forma, a sonda CVVD432 passou a ser corretamente denominada de aatA.

Além da expressdo de adesinas e toxinas, varios outros fatores de viruléncia tém sido
caracterizados em EAEC, codificados por genes localizados tanto em plasmideos quanto no
cromossomo de cepas consideradas prototipo (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA,
2012).

Grande parte dos potenciais fatores de viruléncia conhecidos em EAEC foi
caracterizada na cepa prototipo 042. Essa cepa pertencente ao sorotipo O44:H18, foi isolada

de um caso de diarreia no Peru e foi capaz de causar diarreia em voluntarios humanos
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(NATARO et al.,, 1985; NATARO et al., 1995). Nessa cepa, a maioria dos genes que
codificam esses fatores estdo localizados no plasmideo de viruléncia associado a adesdo
agregativa denominado pAA2 (CZECZULIN et al., 1999).

Um grupo de proteinas denominadas autotransportadores pertencentes a familia
serino proteases, mais conhecidas como SPATES (serine protease autotransporters of
Enterobacteriaceae) participam da patogénese de EAEC. Essas proteinas possuem um
dominio C-terminal conservado que forma um poro na membrana externa da bactéria, por
onde a proteina madura € transportada (HENDERSON et al., 1998). A cepa prototipo 042
apresenta em seu genoma, 0s genes pet e pic, que codificam dois membros das SPATE.

Pet (plasmid encoded toxin) foi inicialmente descrita como uma toxina capaz de
causar acumulo de fluido e lesGes necroticas e hemorragicas em alca ligada de rato
(ESLAVA et al., 1998). Além dessas atividades enterotoxicas, Pet tem atividade de
citotoxica clivando a o fodrina, leva a disrupgao do citoesqueleto e causando o destacamento
e morte de celulas epiteliais.

Pic (protein involved in intestinal colonization) apresenta atividade mucinolitica, de
hemaglutinacdo e confere a bactéria a capacidade de resistir a atividade bactericida do soro
(HENDERSON et al., 1999). Diferentemente de pet, localizado no pAA2 da cepa EAEC
042, o gene pic esta localizado em seu cromossomo e a sua presenca também foi detectada
em Shigella flexneri 2a (HENDERSON et al., 1999). Localizado na fita antissenso ao gene
pic, estdo os genes setBA, os quais codificam a enterotoxina ShET-1 (Shigella enterotoxin 1),
que promove acumulo de fluido em alca ligada de coelho (FASANO et al., 1995).

Além dos genes pic e setBA no cromossomo da cepa 042, foi localizado o gene irp-2
que codifica a proteina iron-repressible high-molecular weight protein 2, envolvida na
biossintese de um sider6foro em Yersinia enterocolitica (SCHUBERT et al., 1998).

O sequenciamento do genoma da cepa protétipo 042 revelou que o locus pic/setBA
esta inserido em uma ilha de patogenicidade (PAI) de 117 kb inserida no locus do RNA
transportador pheU. Essa PAI contém um grupo de genes regulados por AggR, 0s quais
foram denominados aai (AggR-activated island) (DUDLEY et al., 2006b). Esse operon
codifica genes envolvidos na secrecdo de pelo menos uma proteina e parece fazer parte de
um aparato de secrecdo do tipo VI. A contribuicdo dos produtos dos genes aaiA para a
patogénese de EAEC ¢ desconhecida, porém aparentemente ndo tém funcéo na aderéncia a

superficies ou a células do epitélio intestinal (DUDLEY et al., 2006b).
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Czeczulin et al. (1999) identificaram diversos genes na cepa protétipo 042 associados
a viruléncia de EAEC. Entre eles os genes plasmideais astA, aap, shf, rfbU e virK.

Adjacente ao gene pet localiza-se 0 gene astA, que codifica a enterotoxina
termoestavel EAST-1 (E. coli heat-stable enterotoxin 1). Essa enterotoxina é capaz de
induzir um aumento da concentragdo de cGMP intracelular de forma semelhante a toxina ST
de ETEC (SAVARINO et al., 1993). O papel de EAST-1 na patogénese de EAEC é
controverso, uma vez que a sua presenca também foi detectada em cepas de E. coli ndo
patogénicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; SAVARINO et al., 1996).

O gene aap (anti-aggregation protein) codifica a proteina dispersina, relacionada a
dispersdo bacteriana na mucosa intestinal (SHEIKH et al., 2002; VELARDE et al., 2007). A
translocacdo da dispersina através da membrana externa esta relacionada ao sistema de
transporte do tipo ABC do qual o gene aatA faz parte (NISHI et al., 2003).

O sequenciamento do plasmideo pAA2 da cepa 042 revelou ainda os genes shf, rfbU
e virK (CZECZULIN et al.,1999), o qual apresentou alta similaridade com 0 mesmo grupo
localizado no plasmideo de viruléncia de Shigella flexneri (FUJIYAMA et al., 2008). Esse
grupo de genes foi denominado cap cluster, devido a antiga nomenclatura capU para o gene
rfoU (CZECZULIN et al.,1999; RAJAKUMAR et al., 1996). O gene plasmideal shf, assim
denominado por apresentar homologia com dois genes descritos em Shigella flexneri 2a (shfl
e shf2), codifica uma proteina homdloga a IcaB de Staphylococcus epidermidis, relacionada a
formacdo de biofilme nessa espécie (CZECZULIN et al., 1999). O gene rfbU codifica uma
proteina que apresenta 50% de identidade com uma proteina relacionada a biossintese de
lipopolissacarideo de E. coli 0157:H7 (CZECZULIN et al., 1999). O gene virK foi sugerido
como sendo um regulador pos-transcricional de virG, ambos localizados no plasmideo de
viruléncia de Shigella flexneri (NAKATA et al., 1992).

Adesinas ndo fimbriais ou proteinas de membrana externa associadas ao padrdo AA,
tém sido evidenciadas em diversas cepas de EAEC pertencentes a distintos sorotipos
(CHART et al., 1995; DEBROY et al., 1995; MONTEIRO-NETO et al., 1998, 2003; WAI et
al., 1996). Debroy et al. (1995) e Wai et al. (1996) relataram a presenga de proteinas de
membrana externa de 30 e 38 kDa, respectivamente, relacionadas ao fendtipo AA em cepas
de EAEC. A proteina de membrana externa de 58 kDa (Aggregative protein 58) ou Ap58,
com propriedades hemaglutinantes descrita em cepas de EAEC do sorogrupo O111:H12,
possui participacéo na adesdo agregativa (MONTEIRO-NETO et al., 2003).
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Técnicas de microscopia eletrénica de transmissao e de hemaglutinacdo evidenciaram
estruturas fimbriais em cepas de EAEC (KNUTTON et al., 1992; SUZART et al., 2001;
VIAL et al., 1988). Entretanto, apenas as estruturas denominadas aggregative adherence
fimbria (AAF) foram caracterizadas geneticamente (BERNIER et al., 2002; BOISEN et al.,
2008; CZECZULIN et al., 1997; ELIAS et al., 1999; NATARO et al., 1992).

As AAFs sdo codificadas em plasmideos de alta massa molecular, denominados pAA.
Até o momento, sdo conhecidos cinco tipos de AAF, nomeados de |1 a V (BERNIER et al.,
2002; BOISEN et al., 2008; CZECZULIN et al., 1997; DALLMAN et al., 2012; NATARO et
al., 1992).

Vial et al. (1988) demonstraram que na cepa protétipo 17-2 a capacidade de aderir de
forma agregativa estava associada a presenca do plasmideo pAAl de aproximadamente 60
MDa. Em seguida, Nataro et al. (1992) relataram a existéncia de uma fimbria disposta em
feixes, com didmetro de 2-3 nm presente nesta cepa, a qual foi denominada de AAF/I. Os
genes necessarios para a expressdo de AAF/I estdo contidos no pAAl, formando duas
regides distintas separadas por um segmento de 9 kb (NATARO et al., 1993). A regido 1
contém o cluster de quatro genes aggDCBA, os quais codificam a pilina (aggA), o usher
(aggC), a chaperona (aggD) e uma proteina criptica (aggB). AggA é a subunidade estrutural
da fimbria AAF/I e correspondente a uma proteina de 14 kDa (SAVARINO et al., 1994). A
regido 2 apresenta um regulador homologo a classe de proteinas reguladoras da transcricao
da familia AraC, denominado AggR, ativador transcricional necessario para a expressao
dessa fimbria (NATARO et al., 1994).

A fimbria AAF/II foi descrita na cepa protdtipo 042 e é genética e morfologicamente
distinta de AAF/I. Apresenta estrutura em forma de feixes semirrigidos e medeia o padrdo
AA em células epiteliais. Em semelhanca ao operon de AAF/I, os genes que codificam
AAF/I1 estdo localizados em um plasmideo (pAA2) de 65 MDa e estdo organizados em duas
regides ndo contiguas, separadas por um fragmento de 12 kb (CZECZULIN et al.,1997). Na
regido 1 estdo os genes que codificam a chaperona AafD, a pilina AafA, e o ativador
transcricional AggR e na regido 2 estdo os genes que codificam o usher AafC e a proteina
criptica AafB (ELIAS et al., 1999).

A terceira fimbria AAF foi identificada na cepa de EAEC 55989 por Bernier et al.
(2002). AAF/IIl também esta envolvida com a agregacdo das bactérias e sua adesdo

agregativa a células epiteliais. A sua biogénese € codificada pelo operon agg-3, o qual é
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bastante semelhante ao operon das adesinas Afa de E. coli uropatogénica (UPEC) (SERVIN,
2005). Diferentemente de AAF/I e 11, as quais formam feixes frouxos, AAF/I1l aparece em
filamentos individuais longos e flexiveis. A organizacdo do cluster AAF/I1I é muito similar a
organizacdo da AAF/I, constituido pelos genes agg-3A, agg-3B, agg-3C, agg-3D. Em uma
regido localizada 5 kb & jusante do gene agg-3A, se localiza um gene que possui homologia
com aggR (BERNIER et al., 2002).

As sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias de nucleotideos dos
genes envolvidos com a biogénese de AAF/lI e AAF/II, apresentam similaridade com as
proteinas relacionadas a biogénese das adesinas Afa/Dr por possuirem regides conservadas
nos genes que codificam a proteina de membrana externa (usher) e a proteina periplasmatica
(chaperona) (NATARO et al., 1998). A familia Dr de adesinas é composta por adesinas
seguindo a arquitetura: chaperona, proteina usher, subunidade acessoria e subunidade
principal. Sdo expressas por E. coli e relacionadas com infecgdes do trato intestinal e trato
urinério que apresentam como receptor comum o antigeno eritrocitario do grupo sanguineo
Dr, presente na molécula decay-accelerating factor (NOWICKI et al., 1990; SERVIN,
2005).

Recentemente a adesina Hda foi associada ao fen6tipo AA produzido pela cepa de
EAEC C1010-00, isolada de um caso de diarreia na Dinamarca (BOISEN et al., 2008). A
biogénese dessa adesina também é codificada por quatro genes que formam o operon
hdaDCBA. Sua sequéncia revelou homologia com a adesina afimbrial M-aglutinina,
produzida por cepas de UPEC, e também com a adesina Afa-8 de DAEC. Embora na cepa
C1010-00 a adesina seja codificada por um operon de configuracdo genética semelhante a
Afa-Dr, analises de sequéncia mostraram que HdaA pertence a um grupo filogenético
diferente do grupo formado pelas adesinas AAF. Considerando o fen6tipo AA o qual a cepa
confere, juntamente com a presenca de fatores de viruléncia de EAEC, como aatA, aap e
aggR, que esta associado a regulacdo dos genes que codificam as adesinas AAF em EAEC,
foi proposta a designacdo AAF/IV para o novo tipo de adesina relacionado ao padréo AA.

Uma cepa de E. coli do sorotipo 0111:21 foi isolada de uma crianga internada com
SHU na Inglaterra, essa cepa foi caracterizada como um hibrido de EAEC/STEC e, assim
como no surto da Alemanha em 2011 (BIELASZEWSKA et al., 2011), a cepa apresentava o
plasmideo pAA de EAEC além do gene stx, que codifica a toxina Stx. Apds analise de

sequenciamento do genoma dessa cepa, Dallman et al. (2012) identificaram 0s genes que
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codificam uma nova fimbria agregativa diferente das descritas até 0 momento, classificando-a
como AAF/V (DALLMAN et al., 2012; PRAGER et al., 2014).

1.3 E. coli enteropatogénica

EPEC tem sido identificada como um dos principais agentes da diarreia aguda na
infancia em paises em desenvolvimento (NATARO; KAPER, 1998). Esse patotipo tem a
capacidade de causar uma leséo histopatologica no epitélio intestinal, bem como em cultura
celular, denominada lesdo attaching and effacing (A/E), além de ndo secretar a toxina Stx,
atributo de STEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). A lesdo A/E, apresentada na
figura 2, é caracterizada pela desestruturacdo das microvilosidades intestinais, aderéncia
intima da bactéria a membrana apical da célula epitelial, rearranjo do citoesqueleto e
formacdo de estruturas celulares semelhantes a pedestais, formadas pelo acimulo de actina
polimerizada, onde a bactéria permanece aderida (MOON et al., 1983).

Figura 2 — Lesao attaching and effacing em uma cepa de EPEC.

Fotomicrografia de uma lesdo attaching and effacing em bidpsia duodenal humana demonstrando a
desestruturacdo das microvilosidades (mv), polimerizacdo da actina com formacdo do pedestal (indicada por
uma estrela) e adesdo de uma EPEC (indicada por uma seta). Fonte: Pedroso et al. (1993).

Os genes responsaveis por esse processo encontram-se em uma ilha de

patogenicidade cromossémica denominada locus of enterocyte effacement (LEE) (CLARKE
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et al., 2003; DONNENBERG et al., 1997; ELLIOT et al., 1998; McDANIEL et al., 1995).
Dentre eles estdo o gene eae, que codifica a adesina intimina; os genes esc, codificadores do
sistema de secrecdo do tipo Ill; os genes esp, que codificam as proteinas secretadas Esp (E.
coli secreted proteins); e o gene tir, o qual codifica o receptor da intimina denominado
translocated intimin receptor (Tir) (FRANKEL et al., 1998; KAPER et al., 2004; TAYLOR
et al., 1999). Os genes que fazem parte de LEE estdo organizados em cinco operons
principais: LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 e LEE5 (MELLIES et al., 1999).

Além das proteinas codificadas por LEE, outros fatores complementares, mas nao
essenciais, participam da patogénese de EPEC. Esses fatores estdo albergados em um
plasmideo denominado pEAF (E. coli adherence factor). Nesse plasmideo encontra-se o
operon bfp, que codifica a fimbria bundle forming pilus (BFP), uma fimbria do tipo IV,
organizada em forma de feixes (GIRON et al., 1993); o operon per (plasmid encoded
regulator), o qual codifica um complexo regulador dos genes de viruléncia de EPEC (TOBE
et al, 1999); além de uma sequéncia criptica chamada fragmento sonda EAF, muito utilizada
como marcador para o diagnéstico molecular de EPEC.

A lesdo A/E pode ser visualizada através de microscopia eletrénica de transmisséo, ou
pelo ensaio conhecido como teste de FAS (fluorescent-actin staining), onde a actina
polimerizada acumulada no pedestal é evidenciada através da ligacdo a faloidina marcada a
um fluorocromo e visualizada em microscopia de fluorescéncia (KNUTTON et al., 1989).

Todo processo que leva a formacdo da lesdo A/E pode ser divido em quatro fases
(CLARKE et al., 2003). Primeiramente as interacdes com a célula hospedeira sdo mediadas
pela fimbria BFP, filamentos EspA e flagelo. No segundo estagio, ocorre a desestruturacéo
das microvilosidades e moléculas efetoras, cujos genes estdo presentes em LEE e também
fora da ilha de patogenicidade, sdo secretadas para o interior da célula hospedeira através do
sistema de secrecdo do tipo Ill. No terceiro estdgio ocorre uma adesdo intima da bactéria ao
enterdcito, mediada pela interacdo intimina-Tir, provocando acumulo de actina polimerizada e
outros componentes do citoesqueleto neste local da adesdo. Finalmente, estas alteragcdes no
citoesqueleto véo levar a formagdo de uma estrutura semelhante a um pedestal, no qual a
EPEC permanece aderida. Estas alteragbes na mucosa intestinal levam ao desequilibrio
eletrolitico que culmina na diarreia (CROXEN; FINLAY, 2010).

Com o avango em termos de caracterizagdo genética de cepas de EPEC, a literatura

especifica passou a apontar uma diversidade nessas cepas. Por esse motivo, durante o 2°
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Simpdsio Internacional sobre EPEC foi definida uma nova classificacdo que dividia as EPEC
em tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC). Essa subclassificacdo permitiu diferenciar cepas de
tEPEC pela presenca do plasmideo pEAF, mencionado anteriormente, enquanto as aEPEC
ndo apresentam esse plasmideo (KAPER, 1996).

Como aEPEC ndo carrega o pEAF e, portanto, ndo expressa a fimbria BFP, a interago
com as células hospedeiras e a formagdo da lesdo A/E é tardia em comparagdo com tEPEC
(BUERIS, 2008), sendo inicialmente mediada por ESpA, seguida pela interacdo intimina-Tir
guando a adesdo se torna intima (HERNANDES et al., 2009). A participacdo de outras
adesinas encontradas em aEPEC, bem como do flagelo, ndo podem ser descartadas nessa
etapa da patogénese (GIRON et al., 2002; SAMPAIO et al., 2009).

Durante décadas, os diversos estudos epidemioldgicos sobre a diarreia infecciosa
apontaram as tEPEC como o enteropatégeno mais prevalente em nosso meio, embora fosse
rara nos paises desenvolvidos (GOMES et al., 1989; GOMES et al., 1991; NATARO,
KAPER, 1998). Nos ultimos anos, com a introducdo da subdivisdo de EPEC em tipicas e
atipicas, houve uma frequente observacédo do predominio da incidéncia de aEPEC no Brasil, e
um declinio na incidéncia de tEPEC (HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002). Diversos estudos epidemioldgicos recentes confirmam esse dado,
demonstrando que as aEPEC configuram um grupo de patdégenos emergentes (ARAUJO et
al., 2007; BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005; HERNANDES et al., 2009;
SCALETSKY et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). As aEPEC estdo
atualmente entre os principais agentes de diarreia em nosso meio e em outros paises
(FRANZOLIN et al., 2005; HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES,
2002). Por exemplo, 92% de isolados de EPEC coletados de criangas no Brasil entre os anos
de 2001 a 2002 foram classificados como aEPEC, comparados com 38% entre 0s anos de
1998-1999 em outro estudo (FRANZOLIN et al., 2005; SCALETSKY et al., 2010). Cepas
isoladas de criangas com diarreia no Iran apresentaram prevaléncia de 39,3% de tEPEC,
contra 61,7% de aEPEC (BAKHSHI et al., 2013). Entretanto, ainda existem relatos de paises
onde a prevaléncia de tEPEC é superior a das aEPEC (ALIKHANI; MIRSALEHIAN;
ASLANI, 2006; KOTLOFF et al., 2013).

As tEPEC aderem a superficie de células epiteliais formando grupos compactos de
bactérias na superficie celular, o que caracteriza o padrdo denominado adesdo localizada, ou
AL (SCALETSKY et al., 1984). A fimbria BFP é responsavel pela formacéo da microcol6nia
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bacteriana compacta, promovendo e estabilizando a interconex&o entre as bactérias (GIRON et
al., 1993). Por outro lado, as aEPEC podem aderir ou ndo a células epiteliais em cultura. As
aderentes expressam frequentemente o padrdo de adesdo localizada-like (AL-L), formando
grupos menos compactos que no padrdo AL apos periodos prolongados de interacéo,
geralmente 6 horas (ABE et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 1996; VIEIRA et al., 2001).
Algumas cepas de aEPEC podem expressar os padroes AA ou AD (HERNANDES et al.,
2009). O padrdo AA é caracterizado por bactérias aderentes de forma semelhante a tijolos
empilhados, formando agregados na laminula e na superficie da célula epitelial (NATARO et
al., 1987), enquanto no padrdo AD, as bactérias aderem difusamente por toda a superficie
celular (SCALETSKY et al., 1984).

Figura 3 — Diferentes padrGes de adesdo em celulas
(a) b '

HeLa apresentados por cepas de aEPEC.

! i e RS . i
(2) adesdo localizada (AL), (b) adesdo localizada-like (AL-L), (c) adesdo difusa (AD) e (d) adeséo
agregativa(AA). Fonte: Hernandes et al. (2009).

A principio os padroes AA e AD definem os patétipos EAEC e DAEC,
respectivamente (NATARO; KAPER, 1998). Entretanto, cepas de E. coli diarreiogénicas
pertencentes a outros patétipos podem expressar esses padroes, tais como ETEC, EHEC e
aEPEC (DOS SANTOS et al., 2007; HERNANDES et al., 2009; SILVA et al., 1996; VIEIRA
et al., 2001). Desta forma, o padrdo de adesdo de uma E. coli diarreiogénica deve ser avaliado
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em conjunto com determinantes de viruléncia para a definicdo do pat6tipo a que essa cepa
pertence.

Uma vez que as aEPEC sao desprovidas da fimbria BFP a adesdo aos enterdcitos €
resultante da interacdo dos filamentos EspA e do complexo intimina-Tir (CROXEN et al.,
2013), além do flagelo nas amostras moveis (SAMPAIO et al., 2009). A presenca de outras
adesinas ndo codificadas em LEE auxilia essa interacdo e, consequente, a colonizagdo da
mucosa intestinal.

Lda é a Unica adesina descrita originalmente a partir de uma cepa de aEPEC até
presente momento (SCALETSKY et al., 2005). A adesina Lda foi identificada em uma
aEPEC do sorotipo 026:H11, ¢é codificada pelo cluster de genes que compdem o locus for
diffuse adherence (Ida), apresenta estrutura ndo fimbrial e esta envolvida na adesdo de cepa
onde foi detectada (SCALETSKY et al., 2005). O gene IdaH, que codifica uma das
subunidade estruturais da adesina, foi detectado em outros sorotipos de aEPEC além do
026:H11 (SCALETSKY et al., 2005; SCALETSKY et al., 2009).

Estudos de caracterizacdo de aEPEC detectaram genes que codificam varias adesinas
originalmente descritas em outros patétipos de E. coli (AFSET et al., 2006; FREITAS, 2012;
GOMES et al., 2004; HERNANDES et al., 2011; SCALETSKY et al., 2010; TENNANT et
al., 2009).

Essas adesinas assessorias detectadas em aEPEC incluem algumas originalmente
descritas em STEC/EHEC: Lpf — long polar fimbriae (TORRES et al., 2002), Paa — porcine
AJ/E-lesion associated protein (BATISSON et al., 2003), Iha — IrgA-homologue adhesin (Tarr
et al., 2000), ToxB - codificado por toxB localizado no plasmideo pO157 de EHEC
(TATSUNO et al., 2001), Efal — EHEC factor for adhesion 1 (NICHOLLS et al., 2000); em
UPEC/DAEC: Afa — afimbrial adhesin (SERVIN, 2005), fimbria P (LANE; MOBLEY, 2007)
e fimbria tipo I (CONNELL et al., 1996); e em EAEC: pili do tipo IV ou Pil (DUDLEY et al.,
2006a). Além daquelas presentes de forma ubiquitaria em E. coli: fimbria tipo I, ECP - E. coli
common pilus (RENDON et al., 2007), fimbria tipo curli (COLLINSON et al., 1993), HCP -
hemorrhagic coli pili (XICOHTENCATL-CORTES et al., 2007); e ELF - E. coli laminin-
binding fimbriae (SAMADDER et al., 2009).

Com excecgdo de Lda, o papel de todas essas adesinas na adesdo de aEPEC néo foi

estabelecido, uma vez que a maioria desses estudos so determinou a presenca dos seus genes.
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1.4 E. coli sorotipo O142:H34

A sorotipagem de cepas de E. coli é extremamente util em estudos epidemiologicos.
Devido a associagédo epidemioldgica de certos sorogrupos de E. coli com diarreia, em 1987 a
OMS definiu EPEC como pertencente a um dos seguintes sorogrupos: 026, 055, 086, 0111,
0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (WHO, 1987). Esses sorogrupos
também sdo conhecidos como sorogrupos classicos de EPEC (TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002). Porém, estudos posteriores evidenciaram que 0s sorogrupos classicos de
EPEC incluem sorotipos constituidos por cepas pertencentes a outros patétipos, como EAEC,
ETEC e STEC/EHEC, e que alguns desses sorotipos correspondem a clones especificos
(CAMPOS; FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).

Os sorotipos de aEPEC podem ou nédo pertencer aos sorogrupos O de EPEC, além
disso, muitas cepas ndo apresentam antigenos O e H tipaveis. Mais ainda, sorotipos desta
categoria tém se mostrado bastante heterogéneos quanto aos fatores de viruléncia, podendo
apresentar adesinas e varias proteinas secretadas de outros patétipos (CAMPOS et al., 1994;
RODRIGUES et al., 1996; VALLE et al., 1997).

Tabela 1- Sorotipos frequentemente detectados em cepas de EPEC tipicas e atipicas.

EPEC Sorotipos

Tipicas O55:H6, 086:H34, O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6. O142:H6,
0142:H34

Atipicas 026:H11, O55:H7, 055:H34, O86:H8, Olllac:H8, O111:H9, O111:H25,
0119:H2, O125ac:H6, 0128:H2

FONTE: Trabulsi; Keller; Gomes (2002).

Vaérios estudos relataram o achado do sorogrupo 0142 como agente de diarreia aguda
(BLANCO et al., 2006; BUGAREL et al., 2011; CRAVIOTO et al.,1996; DULGUER et al.,
2003; FRANZOLIN et al., 2005; GHILARDI et al., 2003; GIRAO et al., 2006; GOMES et
al., 1989; IRINO et al., 1984; SCALETSKY et al., 2009; SCOTLAND et al., 1996)
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Estudos relataram o aparecimento do sorogrupo O142 em nosso meio, como causa de
diarreia, a partir de 1984 (IRINO et al., 1984). Os principais sorotipos isolados desde ent&o
sdo 0 O142:H34 (BUGAREL et al., 2011; FRANZOLIN et al., 2005; GHILARDI et al., 2003;
IRINO et al.,, 1984) e 0o 0142:H6 (BUGAREL et al.,, 2011; CRAVIOTO et al.,1996;
GHILARDI et al., 2003; GIRAO et al., 2006; GOMES et al., 1989; IRINO et al., 1984;
ROSA et al., 1998; SCOTLAND et al., 1996). Geralmente as cepas desses sorotipos Sao
classificadas como tEPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Ghilardi et al. (2003) avaliaram os diversos sorotipos que compunham o sorogrupo
0142 de cepas de E. coli de origem fecal isoladas entre 1977 e 1991 no Estado de S&o Paulo,
detectando os sorotipos O142:H34 (57,5%), O142:H6 (27%) e 0O142:H2 (11,5%).

Através da pesquisa da presenca de marcadores de viruléncia dos patotipos de E. coli
diarreiogénica, bem como a determinacdo dos padrdes de adesdo em células HeLa, foi
possivel mostrar que a maioria das cepas 0142 eram tEPEC (eae, bfp, EAF), mas algumas
foram classificadas como aEPEC (eae) (GHILARDI et al., 2003). Esse perfil foi mantido
dentro do sorotipo O142:H34, o mais frequente na amostragem.

De forma inusitada uma cepa do sorotipo 0142:H34 (Ec46/88) apresentou
caracteristicas genotipicas e fenotipicas hibridas de EPEC e EAEC, ou seja, a presencga do
gene eae, 0 qual codifica a adesina intimina de EPEC; a auséncia do plasmideo pEAF, que
caracteriza EPEC tipica; a reatividade com o fragmento sonda CVVD432 (aatA), indicativo da
presenca do plasmideo de viruléncia de EAEC; e a expressdo do padrdo AA que caracteriza o
patétipo EAEC. Além disso, essa cepa ndo albergava os genes estruturais das fimbrias de
EAEC descritas até aquele momento (GHILARDI et al., 2003).

Conforme mencionado anteriormente, o padrdo AA ja foi evidenciado em varios
sorotipos de aEPEC, mas em nenhum caso houve a reatividade dessas cepas com a sonda
aatA usada no diagnostico de EAEC (ABE et al., 2009; DULGUER et al., 2003; ROBINS-
BROWNE et al., 2004; VIEIRA et al., 2001).

E complexa a classificagio como EPEC ou EAEC de uma cepa apresentando essa
combinacdo genotipica e fenotipica. A producdo do padrdo AA e a reatividade com a sonda
aatA sugerem que essa amostra seja uma aEPEC que adquiriu um plasmideo de viruléncia de
EAEC. Entretanto, a possibilidade de que ela seja uma EAEC que recebeu a regido LEE de
EPEC néo pode ser descartada. Os genes de viruléncia que codificam essas caracteristicas



33

estdo localizados em elementos mdveis, sendo susceptiveis a transferéncia horizontal
(McDANIEL et al., 1995; NATARO et al., 1993).

As fimbrias apresentam importante papel na interacdo bacteriana as superficies
bioticas e abidticas, além de outras funcbes (TORRES; ZHOU; KAPER, 2005). Uma vez que
isolados de aEPEC n&o expressam a fimbria BFP, a qual tem um importante papel na adeséo
de tEPEC, a caracterizagéo de outras adesinas fimbriais sdo importantes para o conhecimento
dos mecanismos de patogenicidade de aEPEC, especificamente a colonizacéo.

Poucos estudos na literatura caracterizaram adesinas de aEPEC néo codificadas em
LEE avaliando o papel na adesdo in vitro (HERNANDES et al., 2011; SCALETSKY et al.,
2005). As aEPEC apresentam um padrdo de adeséo totalmente heterogéneo, e o padrdo AA
pode ser mediado por essa enorme variedade de adesinas. Tendo em vista a importancia
epidemioldgica do sorotipo O142:H34 e a inusitada combinacdo de genes de viruléncia da
cepa Ec46/88, a caracterizagdo de marcadores de viruléncia adicionais nessa amostra pode
contribuir para o entendimento de seus mecanismos de viruléncia e sua correta classificagéo
como aEPEC ou EAEC.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o papel de estruturas fimbriais no estabelecimento do padrdo de adesdo
agregativa da cepa Ec46/88 de E. coli do sorotipo O142:H34, bem como a sua classificacdo
como EPEC ou EAEC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas bacterianas

A cepa selecionada para este estudo, E. coli Ec46/88, pertence ao sorotipo O142:H34 e
apresenta o seguinte gendtipo: eae’/EAF/bfp/stx”. Essa cepa foi isolada de um caso de
diarreia aguda na cidade de Sao Paulo e previamente caracterizada como reativa com a sonda
CVDA432 (aatA), empregada no diagndstico de EAEC, e expressando o padrdo de adesdao AA
(GHILARDI et al., 2003).

As cepas prototipo de EAEC 17-2 (O3:H2) e 042 (044:H18); de EPEC tipica
E2348/69 (0126:H7); e de EHEC C1520-77 (O157:H7), foram empregadas como controles
positivos nas PCR para deteccdo dos fatores de viruléncia de EPEC, EHEC e EAEC, nos
testes de adesdo em células epiteliais, de agregacdo de actina, analises plasmideais e Southern
blot (LEVINE et al., 1978; MAIRENA et al., 2004; NATARO et al., 1985; VIAL et al.,
1988). A E. coli DH5a foi usada como controle negativo nessas reacdes. As cepas utilizadas
como controles positivos para a pesquisa de adesinas pertencentes a diferentes patétipos de E.
coli patogénicas estdo descritas na Tabela 5.

A cepa E. coli R861 foi usada nas analises de perfil plasmideal e Southern blot
(THRELFALL et al., 1986). E as cepas de E. coli K-12 DH5a albergando os plasmideos
pKD3 e pKOBEG.

Todas as cepas foram cultivadas em caldo ou &gar Luria-Bertani (LB) ou agar
MacConkey, acrescidos de antibidticos apropriados quando mencionado. Os estoques foram
mantidos a -80 °C em caldo TSB acrescido de 15% de glicerol.

3.2 Ensaios de interacdo em células epiteliais cultivadas
3.2.1 Cultivo e preparo das placas de células epiteliais

As linhagens celulares HEp-2 e HelLa foram cultivadas em garrafas de 50 mL (Nunc,
Dinamarca) contendo 12 mL de Meio Minimo Essencial de Eagle, modificado por Dulbeco

(DMEM; Cultilab, Brasil), contendo antibiéticos (penicilina 1000 U/mL e estreptomicina 1
mg/mL; Sigma-Aldrich, EUA), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab) e
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mantidas por 2 a 3 dias a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO,. Ap0s esse periodo as células
foram transferidas para placas de 24 cavidades (Nunc) contendo laminulas de vidro, em uma
concentracdo de 5 x 10* células/mL, e incubadas por 48 h sob as mesmas condicdes. As
células T84 e HT-29 foram cultivadas em Meio Minimo Essencial de Eagle (MEM/F12;
Cultilab) e DMEM (Cultilab), respectivamente, acrescidos de 5 mM de galactose e de 10%
soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e mantidas por 10 a 12 dias a 37 °C sob atmosfera de 10%

O, e 90% CO, em placas de 24 cavidades (Nunc) contendo laminulas de vidro.

3.2.2 Ensaio de adesdo qualitativo e quantitativo

Testes de interagdo da cepa Ec46/88 e seus mutantes em aggC e ecpC, dos controles
17-2, E2348/69, 042 ¢ DH5a foram realizados em células epiteliais cultivadas segundo a
metodologia descrita por Cravioto et al. (1979).

Para a realizagdo dos ensaios de ades&o as cepas bacterianas foram cultivadas em 3 mL
de caldo Luria-Bertani (LB), a 37 °C por 18 h em condicOes estaticas. As placas contendo as
células foram lavadas por 5 vezes com tampao salina fosfato (PBS) 1x (cloreto de sédio 137
mM; cloreto de potassio 2,7 mM; fosfato de sédio dibasico 4,3 mM; fosfato de potassio
monobasico 1,5 mM) pH 7,4. Posteriormente, 20 pl da cultura bacteriana foram adicionados a
cada cavidade da placa contendo a monocamada de células, juntamente com 980 pl de meio
DMEM sem antibiotico, contendo 2% de SFB e 1% de D-manose. Ap0s as trés primeiras horas
de incubacdo, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS 1x, acrescidas de 1 mL de meio
DMEM sem antibiotico (2% de SFB e 1% de D-manose), e incubadas por mais 3h a 37 °C. Em
seguida as placas foram novamente lavadas 5 vezes com PBS 1x e fixadas com metanol 70%
(Merk, Alemanha) por 30 min a temperatura ambiente. Apds a fixacdo as células foram coradas
por 5 min com corante eosina-azul de metileno em solucdo de May-Grinwald (Merck,
Alemanha), diluido na razdo 1:2 em tampdo Sgrensen (fosfato de potassio monobasico 8,6 mM;
fosfato de sodio dibasico 28,6 mM). Em seguida, esse corante foi desprezado, sendo entdo
acrescentada a solugdo corante azul-eosina-azul de metileno de Giemsa (Merck) diluida na
razdo 1:3 em tampdo Sgrensen, por 20 min. Apds lavagem para retirada do excesso de corante,
as laminulas foram secas a temperatura ambiente e montadas em laminas com Entellan
(Merck). As laminas foram analisadas através de microscopia Optica sob aumento de 1.000

VEeZes.
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Para o ensaio de quantificacdo da adesdo as cepas foram cultivadas em placas de 24
cavidades sem laminulas conforme descrito acima. Apos as 6 h de incubacdo as placas foram
lavadas 5 vezes com PBS (1x) e entdo foi adicionado 1 mL de Triton X-100 a 1% em PBS (1x),
seguido de incubacdo por 30 min para lise das células.

Para a contagem do nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL foram
realizadas diluigOes seriadas do lisado total e 0,1 mL de cada diluicdo foram semeados em
placas de a4gar LB para obtencdo de colbnias isoladas. As placas foram incubadas a 37 °C por
18 h. O namero de col6nias contadas nas placas foi multiplicado pelo fator de diluicdo e pela
MOI usada (10:1). Os experimentos foram realizados em triplicatas bioldgicas e técnicas para
fins de célculos estatisticos. Os valores obtidos a partir da média das contagens de UFC/mL
foram analisadas pela média e erro padrdo da média utilizando o software GraphPad Prism
5.0®.

3.2.3 Teste de FAS (fluorescent-actin staining)

O teste de deteccdo do acumulo de actina ap0s contato bactéria-célula em ensaios de 6 h,
foi realizado segundo a metodologia descrita por Knutton et al. (1989). O cultivo das células
epiteliais HEp-2, HelLa, T84 e HT-29, bem como os respectivos ensaios de adeséo in vitro, foi
realizado como descrito nos itens 3.2.1 e 3.2.2. Ap6s o periodo de incubagdo e lavagens com
PBS 1x, as células foram fixadas com p-formaldeido 4%, diluido em PBS 1x, por 18 h a 4 °C.
As células foram novamente lavadas com PBS 1x e em seguida permeabilizadas pela adi¢édo de
Triton X-100 0,5% em PBS 1x, por 4 min. Ap6s novas lavagens, foram adicionados 5 pg/mL
faloidina marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC; Sigma-Aldrich, EUA) diluido em
PBS 1x. As placas foram incubadas por 20 min sob abrigo de luz e novamente lavadas com
PBS 1x, por trés vezes de 5 min. Em seguida, as laminulas foram removidas da placa, secas
com papel de filtro e fixadas sobre laminas de vidro com a utilizagdo de Mowiol (Calbiochem,
EUA). As laminas foram mantidas por cerca de 20 h a 4 °C, e em seguida, observadas através
de microscopia confocal em aumento de 1.000 vezes, utilizando o microscopio LSM 510 Meta
(Zeiss, Alemanha) e os filtros BP500-530IR (488 nm) e LP560 (543 nm).
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3.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Apb6s o0s ensaios de aderéncia em celulas HelLa, realizado como descrito
anteriormente no item 3.2.2, as cepas E2348/69, Ec46/88 e mutantes AaggC e AecpC,
foram fixadas em uma solucdo de glutaraldeido a 3% em tampdo cacodilato de sddio a
0,1M; pos-fixadas com tetroxido de 6smio a 1% e desidratadas com gradiente seriado de
etanol (60, 70, 80, 90, 95 e 100%). Apds secagem completa do material, realizada pelo
método de ponto critico do gas carbonico, as preparacGes foram montadas em suportes
apropriados para microscopia de varredura, receberam uma fina camada de ouro e
observadas ao microscopio eletronico de varredura (FEI Quanta 250), em 10 kV e
distancia de trabalho de 8,3 mm (KNUTTON, 1995).

3.3 Caracterizacdes genotipicas

3.3.1 Técnicas de biologia molecular

As técnicas gerais de biologia molecular que foram utilizadas neste estudo estdo
descritas em Ausubel et al. (1995) e Sambrook e Russel (2001).

3.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A pesquisa pelos genes de viruléncia plasmideais e cromossémicos associados a
viruléncia de patotipos de E. coli diarreiogénicas foi realizada na cepa Ec46/88 através da
PCR. As sequéncias dos iniciadores, os respectivos ciclos de amplificacdo e os tamanhos dos
produtos amplificados encontram-se descritos nas Tabelas 2, 3, 4 e 5. Para cada reacdo foram
utilizados 25 pmol de cada um dos iniciadores (foward e reverse), 1 U de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, EUA), 1,5 mM de MgCl,, 5 pl do tampédo de reacdo de PCR 10x
concentrado (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 0,2
mM da mistura de dNTPs (dNTP, dCTP, dGTP e dTTP) ; 5 pl do DNA bacteriano das cepas e
agua deionizada estéril para um volume final de 50 ul. Os lisados bacterianos usados como

DNA molde foram obtidos da seguinte forma: uma coldnia isolada de uma placa de agar LB
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foi transferida para um tubo de polipropileno contendo 500 ul de agua MilliQ estéril,
submetida a fervura por 10 min e imediatamente resfriada em banho de gelo.

Apo6s a amplificacdo, os produtos obtidos foram analisados através de eletroforese em
gel de agarose. Os géis foram preparados por aquecimento, fundindo-se agarose (Invitrogen)
em tampédo TAE 1x (40 mM tris-acetato; 2 mM EDTA) na concentracdo final de 0,8% a 1%.
Os fragmentos de DNA resultantes das PCR foram acrescidos de tampé&o de corrida 1x (azul
de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30%). Como marcador de peso molecular
foram utilizados o 100 bp DNA ladder (Invitrogen), 1 kb DNA ladder (Invitrogen), GeneRuler
1 kb DNA ladder (ThermoScientific, Walthan, MA, USA), low DNA mass ladder (Invitrogen)
ou high DNA mass ladder. Apos a corrida eletroforética, realizada sob corrente constante de
70 V em tampdo TAE 1x, os géis foram corados em solucdo de GelRed (Molecular Probes,
Invotrogen, EUA) na concentracdo de 1:10.000 por 30 min e observados em transiluminador
de luz ultravioleta UVP (Upland, EUA) e fotografados com o auxilio de sistema de imagem
Alphaimager (Alpha Innotech, EUA).
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Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e ciclos de
amplificagdo das reagOes de PCR para marcadores de viruléncia de EPEC e

Gene Squ;Eigdos iniciadores Anelamento Fragmento  Referéncias
eae (F) CTGAACGGCGATTACGCGAA 50 °C 917 pb ARANDA et al,
(R) CCAGACGATACGATCCAG 2004
bfpA (F) GGTCTGTCTTTGATTGAATC 55 °C 485 pb ELIAS et. al.,
(R) TTTACATGCAGTTGCCGCTT 2002a

tir (F) CACCTATAAGGCAGTCTGTTGCTG 56 °C 669 pb Este estudo ?
(R) GGTTTCAGTTGCACTTGCAGCAG

espA (F) AAGAAAGATTATGAAGAGG 54 °C 653 pb ROCHA et al.,
(R) ACCTCACAGACTGGATAT 2011

espB (F) AGTGAATATCCGTATTGTC 52 °C 1.069 pb ROCHA et al.,
(R) TCAAGATAGTAATTAAACAC 2011

espD (F) CCGGCAGGCCACTCATTAGTGACG 61°C 596 pb Este estudo®
(R) AGTGAAGACACCCCGCCAACGCCG

EAF (F) GGCTGCATTACCCAATATCAAG 60 °C 1.060 pb FRANK et.al.,
(R) GACCGAGAATGGCAGGGGAA 1994

stx1 (F) AGCTGAAGCTTTACGTTTTCGGG 62 °C 590 pb TSEN; JIAN,
(R)TTTGCGACTGAGAAGAAGAGA 1998

stx2 (F) TTTCCATGACAACGGACAGCAGTT 62 °C 694 pb TSEN; JIAN,
(R) ATCCTCATTATACTTGGAAAACTCA 1998

Sequéncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e ciclos de amplificacdo das reacfes de
PCR para marcadores de viruléncia de EPEC e EHEC. (F) iniciador foward; (R) iniciador reverse.

% Iniciadores desenhados com base na sequéncia do gene tir da tEPEC E2348/69 (nlimero de acesso no
GenBank: AF022236).

® Iniciadores desenhados com base na sequéncia do gene espD da tEPEC E2348/69 (nimero de acesso no
GenBank: AF022236).



Tabela 3 — Marcadores de viruléncia de EAEC pesquisados por reacdo de PCR.
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Gene Sequéncia dos iniciadores Anelamento  Fragmento  Referéncias

aatA (F) CTGGCGAAAGACTGTATCAT 50 °C 630 pb SCHMIDT et
(R) CAATGTATAGAAATCCGCTGTT al., 1995

astA (F) CCATCAACACAGTATATCCGA 58 °C 111 pb YAMAMOTO
(R) GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT etal., 1997

pic (F) GTGTTTCAACCAGGTTCAACA 52 °C 1.037 pb GIOPPO et al.,
(R) CCTTCACCAATTTTATGCAGT 2000

irp2 (F) AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 55°C 264 pb CZECZULIN et
(R) TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT al., 1999

shf (F) ACTTTCTCCCGAGACATTC 51°C 613 pb CZECZULIN et
(R) CTTTAGCGGGAGCATTCAT al, 1999

rfbU (F) ATGAATATACTATTTACGGAATC 55°C 822 pb FUJIYAMA et
(R) CTACAGGCACAGAAAATGCCGATG al., 2008

virk (F) ATGTTTTCTATAAGTAACTTATCATT 55°C 951 pb FUJIYAMA et
TATCGG al., 2008
(R) TTAATTTGAATTCTGATGTTCTGAG

pilS (F) ATGAGCGTCATAACCTGTTC 50°C 534 pb DUDLEY et al.,
(R) CTGTTGGTTTCCAGTTTGAT 2006%

ap58 (F) GGATGGCGCGGGTTTCAGAGG 63 °C 591 pb MONTEIRO-
(R) CCGCCCGGGCATTTGTCAGA NETO etal.,

2003

aaiA (F) CCCACGAGTACCAGATAACG 50 °C 476 pb DUDLEY etal.,
(R) GTTTTCAGGATTGCCATTAG 2006°

aaiC (F) AAAAAATCTAGATGTCAAATAGAGA 53°C 278 pb DUDLEY et al.,
TATAGGTG 2006"

(R) TATATATCTAGAAACAACCTTAAATG
ATGAGT

Sequéncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e ciclos de amplificacdo das reacGes de

PCR para marcadores de viruléncia de EAEC. (F) iniciador foward; (R) iniciador reverse.
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Tabela 4 - Sequéncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e ciclos de
amplificacdo das rea¢es de PCR para os genes das fimbrias AAF de EAEC.

Gene Sequéncia dos iniciadores Anelamento  Fragmento  Referéncias

aggA (F) TTAGTCTTCTATCTAGGG 55 °C 450 pb CZECZULIN et
(R) AAATTAATTCCGGCATGG al., 1999

aggB (F) GCGGTGTACTTGTGATGGT 57°C 316 pb Este estudo ?
(R) ATAGCCTGTTTTTCTTCTCCT

aggC (F) TATTAAACCATGGTAAGC 45 °C 538 pb GIOPPO et al.,
(R) ACCAAGATCCGAGATTGA 2000

aggb (F)CTCTACAATCAAGCCGCC 57°C 402 pb Este estudo °
(R)ICATTTACAGGCATCGGATATT

aggR (F) CTAATTGTACAATCGATGTA 40 °C 308 pb CZECZULIN et
(R) ATGAAGTAATTCTTGAAT al., 1999

aafA (F) TCAGAATGTTTGCGATTGCT 59 °C 470 pb GIOPPO et al.,
(R) ATTTGTCACAAGCTCAGCAT 2000

aafC (F) GTTATAGCTCGCACATATTC 68 °C 1.144 pb ELIAS et al.,
(R) TGCAGACTGATAATGCTC 2002b

agg3A  (F) GTATCATTGCGAGTCTGGTATTCAG 65°C 462 pb BERNIER et al.,
(R) GGGCTGTTATAGAGTAACTTCCAG 2002

agg3C  (F) GTTTGGAACCGGGAATTAACATTG 58 °C 485 pb BERNIER et al.,
(R) ATACTTTAGATACCCCTCACGCAG 2002

agg4A  (F) TCCATTATGTCAGGCTGCAA 59 °C 411 pb BOISEN et al.,
(R) GGCGTTAACGTCTGATTTCC 2008

agg4A  (F) TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGA 57°C 169 pb BOISEN et al.,
(R) CACCATAAGCCGCCAAATAAGC 2008

aggdC  (F) ATATGTTTAATCGGTTCTTTA 55°C 1.000 pb Este estudo °

(R)YACCATCTGATTCTAATACCGT

(F) iniciador foward; (R) iniciador reverse.

? Iniciadores desenhados com base na sequéncia do gene aggB da EAEC 17-2 (nlimero de acesso no

GenBank: U12894).

® Iniciadores desenhados com base na sequéncia do gene aggD da EAEC 17-2 (nimero de acesso no

GenBank: U12894).

¢ Iniciadores desenhados com base na sequéncia do gene agg4C da EAEC C1010-00 (nimero de acesso no

GenBank: EU637023.1).



Tabela 5 — Tabela dos genes de fimbrias de E. coli patogénicas pesquisados por reacdo de PCR.

(continuagao)

Gene Controle positivo Sequéncia dos iniciadores Anelamento Fragmento  Referéncia
(sorotipo)

fimA UPEC J96 (F) CTGTCGGCTCTGTCCCTCAGT 65 °C 161 pb Nowrouzian et al., 2005
(04:K™:H5) (R) GATGCGGTACGAACCTGTCCTAA

fimH UPEC J96 (F) GAC GTCACCTGCCCTCCGGTA 63 °C 508 ph Abe et al., 2008
(O4:K™:H5) (R) TGCAGAACGGATAAGCCGTGG

papA UPEC J96 (F) CACATTATCACCATCTTTC 50 °C 306 pb Le Bouguenec et al., 1992
(O4:K":H5) (R) TCTATTGATTTTGGACAGC

aida-I DAEC 2787 ° (F) GTTTCTCTCTGATGGTTATGC 60 °C 342 pb Abreu et al., 2013
(0126:H27) (R) AACATTGACCATACCGAAG

sfaA UPEC RS218? (F) CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 50 °C 410 pb Le Bouguenec et al., 1992
(O18:K1:H7) (R) CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA

pilS EAEC C1096 (F) ATGAGCGTCATAACCTGTTC 50 °C 537 pb Dudley et al., 2006
(Néo determinado) (R) CTGTTGGTTTCCAGTTTGAT

pilV EAEC C1096 (F) GGATCCATGCAAAAAGACAACGATAA 50 °C 1.194 pb Dudley et al., 2006
(N&o determinado) (R) AAGCTTTTAATTGAGCGTTACACACG

sfpA STEC SF12° (F) AGCCAAGGCCAAGGGATTATTA 64 °C 440 pb Brunder et al., 2001
(O157:H) (R) TTAGCAACAGCAGTGAAGTCTC

IpfA 0113 STEC50°? (F) ATGAAGCGTAATATTATAG 52°C 573 pb Doughty et al.,2002
(0O87:H16) (R) TTATTTCTTATATTCGAC

1514



TABELA 5 — Tabela dos genes de fimbrias de E. coli patogénicas pesquisados por reacdo de PCR.

(continuagao)

IpfAL (AL-A)

IpfAl (A1-B1)

IpfAl (A1-C)

IpfAl

(A1-C:/A1-Cly)

IpfA2 (A2-B1)

ecpA

IdaH

CS21/IngA

CFA/

CFA/II

Cs1

tEPEC E2348/69
(0127:H6)
STEC FV10094 *
(026:H11)
EHEC EDL933
(0157:H7)

aEPEC FV10106 °

(0145:H28)

tEPEC FV10132?

(0119:H8)
tEPEC E2348/69
(0127:H6)
E.coli22?
(026:H11)
ETEC E9034A°
(08:H9)

ETEC H10407
(078:H11)
ETEC 220A1°%
(025:H)

ETEC 170A1°
(06:H16)

(F) AGTTGGTGATAAATCACCAT
(R) GTGCTGGATTCACCACTATTCATCG
(F) AAGTCTGTATTTACTGCTATG
(R) GAAATACAGAACGGTCTGA
(F) GGTTGGTGACAAATCCCCG

(R) CGTCTGGCCTTTACTCAGA

(F) GGTTGGTGACAAATCCCCG

(R) GAGAACCGTCTGGCCTGTTT
(F) GGTAGTCTGGCGTCGCCACAGA
(R) AATACGAATACCAACGCCG
(F) GCCGCTGATGATGGAGAAAG
(R) GCAACAGCCAAAAAAGACACC
(F) ATGGACAGAGTGGAGACAG
(R) GCCACCTTTATTCTCACCA

(F) AAAAATCGCCAAATACCAT

(R) GTTTGTCCATTGTTACCT

(F) GCTCTGCAAACAATGTTTG

(R) TTACACCGGATGCAGAATA
(F) GCCTTCTGGAAGTCATCAT

(R) TGCCACATACTCCCAGTTA

(F) TTGACCTTCTGCAATCTGA

(R) CATCTGCATGGATTGTTGAAAG

59 °C

57 °C

62 °C

60 °C

60 °C

55°C

64 °C

55°C

54 °C

52°C

54 °C

222 pb

273 pb

244 pb

273 pb

207 pb

384 pb

560 pb

588 pb

364 pb

437 pb

324 pb

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Saldafia et. al., 2009

Scaletsky et al, 2005

Nara, 2012

Ghosal et al., 2007

Ghosal et al., 2007

Ghosal et al., 2007
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TABELA 5 — Tabela dos genes de fimbrias de E. coli patogénicas pesquisados por reacdo de PCR.
(concluséo)

Cs2 ETEC E4833° (F) GAGAAAAATATCACTGTAACTG 57 °C 385 pb Nara, 2012
(06:H16) (R) TATTAGTTTGCTGGGTGCTTC

Cs3 ETEC PB176° (F) GGTGGGTGTTTTGACTCTT 54 °C 264 pb Ghosal et al., 2007
(06:H16) (R) TGTTCGTTACCTTCAGTGG

cs4 ETEC E8775 * (F) TTTTGCAAGCTGATGGTAG 54 °C 250 pb Ghosal et al., 2007
(025:H42) (R) TCTGCAGGTTCAAAAGTCA

Cs5 ETEC 4961-2° (F) CGGATTGGATATACCGTTT 54 °C 453 pb Ghosal et al., 2007
(029:H21) (R) TCAACAGCAAATGTTACCG

Cs6 ETEC E1708A ° (F) TTTTGCAAGCTGATGGTAG 54 °C 250 pb Ghosal et al., 2007
(0167:H5) (R) TCTGCAGGTTCAAAAGTCA

Sequéncia dos iniciadores, controles positivos da reacdo, tamanhos dos fragmentos amplificados e temperaturas de anelamento dos ciclos de amplificacéo das
reacOes de PCR para pesquisa dos genes de fimbrias de E. coli patogénicas.
& Cepas pertencentes a colecdo de culturas do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan.

Sv
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3.3.3 Andlise filogenética

A cepa Ec46/88 foi também analisada quanto aos seguintes genes metabolicos
utilizados para analise filogenética: arcA (aerobic respiratory control protein), icd (isocitrate
dehydrogenase), mtID (manitol 1-phosphate dehydrogenase) e rpoS (sigma fator S) (REID et
al., 2000).

O DNA gendmico da cepa bacteriana foi obtido com auxilio do kit de extracdo Wizard
genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA), seguindo recomendacdes do
fabricante. A integridade e quantificagdo do DNA extraido foram verificadas através de
eletroforese em gel de agarose 1% (item 3.3.2) e para a quantificacdo foi comparado com
padroes de massa de DNA high DNA mass ladder (Invitrogen). Para as reacdes de
amplificacdo foram usados 5 ng/ul de DNA genémico diluido em &gua bidestilada e estéril.

As amplificagOes dos genes foram realizadas com os iniciadores descritos na Tabela 6
e 0s reagentes para PCR descritos no item 3.3.2. O ciclo utilizado para esses genes foi 0o
seguinte: 35 ciclos (95 °C/ 45 seg, 55-65 °C/ 45 seg, 72 °C/ 2 min) com uma denaturacdo
inicial de 95 °C por 5 min e extensdo final de 72 °C por 7 min.

As reagOes foram visualizadas e quantificadas em gel de agarose (item 3.3.2), e
submetidas ao sequenciamento de nucleotideos. O sequenciamento foi realizado no Centro de
estudos do Genoma Humano (Universidade de So Paulo). As anlises das sequéncias dos
genes foram realizadas utilizando o software BioEdit. O alinhamento mdltiplo das sequéncias
foi realizado utilizando o programa ClustalW. As sequéncias parciais dos genes foram
concatenadas e exportadas para o programa MEGA (versao 5.0.5) para a inferéncia da arvore
filogenética. A distancia genética entre as cepas foi obtida pelo método Kimura-2 parametros
e o filograma foi construido através do método maximum likelihood utilizando bootstrap com

1000 réplicas.
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Tabela 6 — Tabela dos genes utilizados para a analise filogenética.

Gene Iniciadores Sequéncia dos iniciadores Referéncia

arcA arcApl ®¢ GAAGACGAGTTGGTAAACACG BEUTIN et al.,2005
arcAp2Nw ¢ CTTCCAGATCACCGCAGAAGC

icd icdpl ¢ ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA REIDetal., 1999
icdp2 ® TTACAT(GA)TT(CT)T(TC)GATGATCGC
icdp637F ° GGCTTAATACCGATACCGCA

rpoS rposp-1%¢ GGCCTTCAACCTGAATCTGG REID et al., 1999
rposp-2 °¢ TGATGAGAACGGAGTTGAGG

mtID mlppl? CACCAGCGTGGATGAAGTGC REID et al., 1999
mlpp2 " CGGTTACCGCTCGGATACAA
mlpp3 ° CGTTGATCTGATTGCTCAGG

% iniciadores foward.
®iniciadores reverse.
“iniciadores usado para o sequenciamento.

3.3.4 Analise do perfil plasmideal

Nesses ensaios, além da cepa Ec46/88 foram utilizados os controles EAEC 17-2
(controle do plasmideo pAALl) e E. coli R861 (amostra que alberga quatro plasmideos com
massas moleculares conhecidas). A extracdo plasmideal foi realizada com o PureYield®
Plasmid Midiprep kit (Promega), segundo recomendacfes do fabricante. Apds a extracdo, o
DNA plasmideal foi analisado em eletroforese em gel de agarose e corado em solucdo de

GelRed para andlise fotogréafica, conforme descrito no item 3.3.2.
3.3.5 Hibridizagao por Southern blot

As extracbes plasmideais das cepas Ec46/88, 17-2 e R861 foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (item 3.3.2). Apoés a eletroforese o gel de agarose foi tratado
com solucéo de HCI 0,25 M durante 30 min sob leve agitacdo. Em seguida o gel foi lavado
com agua destilada e tratado com solugdo de NaOH 0,5 M/NaCl 1,5 M (solugéo desnaturante)
por 30 min sob agitacdo lenta. O gel foi novamente lavado com &gua destilada e tratado com

solugéo de Tris-HCI 1 M/NaCl 2 M (solucdo neutralizante) por 30 min sob leve agitagéo.
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ApoGs esse tratamento, os plasmideos foram transferidos para uma membrana de nylon
carregada positivamente (Hydond-N+, GE Healthcare, Reino Unido) utilizando o sistema a
vacuo VacuGene XL Vacuum Blotting System, (Pharmacia Biotech, Suécia), segundo
recomendacdes do fabricante.

Ap0s a transferéncia, as membranas de nylon foram hibridizadas separadamente com
as sondas aatA, aggA, aggC e aggR marcadas, conforme descrito a seguir. As sondas foram
preparadas a partir dos respectivos fragmentos amplificados da cepa prototipo 17-2 obtidos
por PCR (item 3.3.2). Apds a amplificacdo, seguida da eletroforese em gel de agarose, 0s
fragmentos foram excisados dos géis e eluidos com auxilio do illustra GFX PCR DNA and
gel band purification kit (GE Healthcare). A marcacdo dos fragmentos sonda e a hibridizacdo
das membranas foi realizada com o auxilio do kit ECL Nucleic Acid Labelling and Detection
System (GE Healthcare), conforme instrugdes do fabricante. Apds a hibridizacdo, a membrana
foi exposta a um filme de raios-X durante 5 a 30 min e em seguida o filme foi revelado com
auxilio do revelador e fixador de filme de raio X (Kodak, EUA), segundo recomendac¢des do

fabricante.

3.3.6 Sequenciamento dos genes do operon que codificam as fimbrias AAF/I e ECP

Para o sequenciamento dos genes que codificam as adesinas AAF/I (operon agg) e
ECP (operon ecp) na cepa Ec46/88, foram construidos iniciadores (walking-primers) que
amplificavam fragmentos ao longo da sequéncia dos dois operons, conforme apresentado nas
figuras 4 e 5.
Apos a amplificacdo dos respectivos fragmentos obtidos conforme descricdo no item
3.3.1, os mesmos foram analisados atraves de eletroforese em gel de agarose (item 3.3.2) e
purificados com utilizacdo do illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE
Healthcare), segundo recomendacdes do fabricante. A quantificacdo foi realizada
comparando-se a intensidade da banda obtida com as bandas do marcador low DNA mass
ladder (Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose a 1% (item 3.3.2).
Foram utilizados para os sequenciamentos aproximadamente 20 ng/ul de DNA
purificado referente a cada fragmento amplificado, juntamente com 5 pmol de cada um dos
iniciadores forward e reverse, separadamente. As reacdes de sequenciamento foram

realizadas no Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de Biociéncias da
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Universidade de Sdo Paulo. As sequéncias obtidas para cada um dos genes foram alinhadas
através do software Bioedit e foram comparadas as sequéncias de DNA depositadas no
GenBank utilizando o programa Blastn. Os iniciadores construidos para o sequenciamento, as
temperaturas de anelamento e os tamanhos dos fragmentos amplificados pela reacdo de PCR

estdo contidos nas tabelas 7 e 8.

Figura 4 - Esquema de construcdo dos iniciadores para sequenciamento do operon aggDCBA.

aggD agegC aggB aggd
1020 pb 1080 pb
AAFT-1 AAFT-3 504 pb
1044 pb aggdas?
szdssT
1240 pb
AAFT2
AAFT-4
1000 2000 3000 4000

l:l!l]l{llll!l!l]llll:l'.I.:llllll:ll.llllllll.‘l. 4%

Esquema da construcéo dos iniciadores para sequenciamento do operon da fimbria AAF/I da amostra
Ec46/88 a partir da sequéncia da amostra 17-2 (nimero de acesso no GenBank: U12894).

Figura 5 - Esquema de construcdo dos iniciadores para sequenciamento do operon
ecpRABCDE.

ecpR ecpA ecpB ecpC ecpD ecpk

633 pb - .
780 ph 960 pb 160 pb

ecpR ecpB ecpC2 ecpl
640 pb -
_,»f 1130 pb 830 pb 0235 pb
er I |
i ecpCl ecpC3 acpE

‘ 1000 2000 3000 4000 3000 6000 7000

Esquema da construgdo dos iniciadores para sequenciamento do operon da fimbria ECP da amostra
Ec46/88 a partir da sequéncia da amostra E2348/69 (nimero de acesso no GenBank:NC_011601).
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Tabela 7 — Tabela dos genes utilizados para sequenciamento do operon da fimbria AAF/I da

cepa Ec46/88.

Fragmento  Sequéncia dos iniciadores Anelamento Produto amplificado

AAF-1? (F) CAAGTCATAGCGATGAAGATT 56 °C 1.020 pb
(R) CCATGCCTATTTTTTTTTGTG

AAF-2° (F) AAACCATGGTAGCGGGGG 58 °C 1.044 pb
(R) GTCAATTGTCCAAGATATGCT

AAF-3° (F) GAACGGTGGTGACTTGCA 56 °C 1.080 pb
(R) GCCATTGTATCATCAGTTTTC

AAF-4° (F) TGGACAAAAGCTATACTGGG 56 °C 1.240 pb
(R) ACCATCACAAGTACACCG

aggAssr’ (F) ATGAAAACATTAAAAAATATGAG  55°C 504 pb

(R) CTAGAGTCGACCTGCAGC

Sequéncia dos iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanhos dos fragmentos amplificados nos ciclos
das reacdes de PCR para sequenciamento dos genes do operon da fimbria AAF/I da cepa Ec46/88.

(F) iniciadores foward; (R) iniciadores reverse.

% Iniciadores desenhados com base na sequéncia do operon agg da EAEC 17-2 (nUmero de acesso no
GenBank: U12894).

® Iniciadores desenhados com base na sequencia do gene variante aggAss; (nimero de acesso no GenBank:
Y18149).

Tabela 8 - Tabela de genes utilizados para sequenciamento do operon da fimbria ECP da cepa

Ec46/88.
(continuagao)

Fragmentos Sequéncia dos iniciadores * Anelamento Produto amplificado
ecpR (F) CTGTAAAAATTATAGGTTTGG 57 °C 683 pb

(R) ACCAGAGCTATTGCCAGA
ecpA (F) ACCTCGGGAAGAAAAGCAAT 56 °C 640 pb

(R) CAATTCGTCCAGGAATAAA
ecpB (F) TCTGATGTACCAGCAGGG 56 °C 780 pb

(R) CTTTCAGTCCTGGGGAGA
ecpCl (F) ACGACAATGCCTTTACGAC 57°C 1.130 pb

(R) CGATCCATATGAAAGCTACC
ecpC2 (F) GCAAACGCACCCAGCGG 57°C 960 pb

(R) TCCGCCCGCTGGCAGC
ecpC3 (F) ATCAATACCAATTTGACCCG 51°C 830 pb

(R) TTCCTGAACATTGTATTTTAAA
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Tabela 8 - Tabela de genes utilizados para sequenciamento do operon da fimbria ECP da cepa
Ec46/88.
(concluséo)

ecpD (F) AGTTTGTGTTGTCGAAAACA 56 °C 760 pb
(R) GCCGAGGCTAACGACGA

ecpE (F) CGAAGGGAATGCCGACTG 57°C 925 pb
(R) TTAGTTAATGTTACGCCACG
Sequéncia de iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanhos dos fragmentos amplificados nos ciclos
das reacGes de PCR para sequenciamento dos genes do operon da fimbria ECP da cepa Ec46/88. (F)
iniciadores foward; (R) iniciadores reverse.
% Iniciadores desenhados com base na sequéncia do operon ecp da tEPEC E2348/69 (nimero de acesso no
GenBank: NC_011601).

3.4 Mutagénese sitio dirigida

3.4.1 Obtencéo de mutantes nos genes aggC e ecpC na cepa Ec46/88

A metodologia empregada na constru¢ao dos mutantes AaggC e AecpC da cepa
Ec46/88 foi baseada na técnica de mutagénese sitio dirigida com auxilio do sistema de
recombinase Red codificada pelo fago A (DATSENKO; WANNER, 2000).

Resumidamente, a metodologia se baseia na ancoragem do vetor pKOBEG
(CHAVEROCHE et al., 2000) na cepa selvagem Ec46/88, seguida da insercdo de um
fragmento linear de DNA contendo o cassete de resisténcia ao cloranfenicol e 60 nucleotideos
das regides adjacentes aos genes aggC ou ecpC e selecdo dos mutantes ap6s a recombinacgéo
homologa.

Para a realizacdo da recombinacdo alélica, inicialmente o fragmento contendo o
cassete de resisténcia ao cloranfenicol foi amplificado por PCR (item 3.3.1) a partir do vetor
pKD3, com auxilio de iniciadores que além de se anelarem na sequéncia do cassete, possuem
60 pb de homologia as regides adjacentes aos genes aggC e ecpC, respectivamente. As
sequéncias dos iniciadores, descritas na tabela 9, foram originadas a partir das sequéncias de
aggC e ecpC obtidas no sequenciamento (item 3.3.6) dos respectivos operons da cepa
Ec46/88 realizados no presente estudo. Os reagentes foram utilizados nas seguintes
condigdes: 2 pl de DNA plasmidial pKD3 (aproximadamente 50 ng); 5 pl dos iniciadores (10
picomoles/pl); 1 pl de dNTP (40mM); 5 pl de MgCl; (40 mM); 5 ul de tampéo de reacgéo (10
X concentrado); 0,5 ul de High Fidelity Tag DNA polimerase 100 U (Fermentas, EUA) e
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agua MiliQ estéril, em um volume final de 50 pl. As condi¢bes da PCR foram: desnaturacéo a
95 °C por 4 min; 35 ciclos (95 °C por 30 seg; 50 °C por 1 min; 72 °C por 1 min e 45 seg); e
extensdo final a 72 °C por 7 min.

Foram realizadas 20 reacdes como descrito acima e os produtos das 20 reacdes de
PCR foram purificados em gel de agarose a 0,8%. Apds a corrida o gel foi corado e a banda
visualizada sob luz ultravioleta (item 3.3.2). O fragmento correspondente ao produto
esperado foi excisado do gel e purificado com o auxilio do illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification kit (GE Healthcare), segundo recomendacGes do fabricante. Em seguida o
DNA foi tratado com a endonuclease Dpnl (10 U/pl) (Fermentas) para eliminacdo de
remanescentes de DNA cromossdmico. A seguir, o material foi lavado por 3 vezes em 1 mL
de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), precipitado em 1 mL de solucdo
isopropanol:acetato de potassio (88%:0,2 mM) a -80°C por 18 h. Apos essa incubacgdo esse
material foi centrifugado por 30 min a 13.000 rpm, sob refrigeracdo a 4 °C e, em seguida, 0
pellet foi lavado em etanol 70% gelado e ressuspenso em 100 ul de dgua MiliQ estéril. A
quantificacdo foi realizada comparando-se a intensidade da banda obtida com as bandas do
marcador low DNA mass ladder (Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose a 1% (item
3.3.2).

Concomitantemente, o plasmideo pKOBEG que contém os genes que codificam as
recombinases foi inserido na cepa selvagem Ec46/88 por eletroporacdo. As células
eletrocompetentes foram preparadas conforme descricdo a seguir. A amostra de Ec46/88 foi
pré-cultivada em 3 mL de caldo LB durante 18h a 37 °C, sob agitacdo constante de 300 rpm.
Uma aliquota de 3 mL de pré-in6culo da amostra foi transferida para 250 mL de caldo LB e a
cultura cultivada sob as mesmas condi¢des anteriores, até atingir a absorbancia de 0,5 a 0,6
em comprimento de onda de 600 nm. As células bacterianas foram entdo incubadas em
banho de gelo por 15 min, transferidas para um tubo de centrifugacdo pré-resfriado e
centrifugadas por 20 min a 5.000 g sob refrigeracdo de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento foi lavado duas vezes com 250 mL de agua deionizada esteéril resfriada a 4 °C.
As células foram gentilmente ressuspensas em 30 mL de glicerol a 10% resfriado a 4 °C e
novamente centrifugadas a 5.000 g por 10 min sob refrigeracdo a 4 °C. Ao sedimento
bacteriano foram adicionados 300 pL de glicerol a 10% resfriado a 4 °C para ressuspender
gentilmente as celulas bacterianas. Essa suspensdo foi aliquotada em volumes de 50 pL em

tubos de polipropileno de 1,5 mL pré-resfriados e imediatamente congeladas a - 80 °C.



53

Para a transformacéo, as células eletrocompetentes foram descongeladas em banho
de gelo e aproximadamente 100 ng do plasmideo pKOBEG, que foi extraido previamente
com o auxilio do PureYield® Plasmid Midiprep kit (Promega), segundo recomendacdes do
fabricante, foi adicionado em 50 pl de célula competente. Essa mistura foi transferida para
cubetas apropriadas de 0,2 cm (Bio-Rad, EUA) previamente resfriadas e eletroporadas com
auxilio do eletroporador GenePulser (Bio-Rad) sob as condi¢des de 2,5 kV, 25 uF ¢ controle
de pulso a 200 Q. Apos a eletroporacdo, foi adicionado imediatamente 1 mL de meio SOC
(triptona 2%; extrato de levedura 0,5%; cloreto de s6dio 10 mM; cloreto de potéssio 2,5 mM;
sulfato de magnésio 20 mM; cloreto de magnésio 10 mM; glicose 20 mM) a reacéo, e a
mesma foi incubada a 30 °C durante 1h sob agitacdo de 250 rpm. As células eletroporadas
foram semeadas em volumes de 100, 200 e 300 puL em placas de agar LB contendo
apramicina na concentracdo de 100 mug/mL. As placas foram incubadas por 24 h, a 30 °C.
Em seguida, foras inoculados em 100 mL de meio LB, 5 a 7 colbnias frescas obtidas da
eletroporacgéo do dia anterior. A cepa selvagem Ec46/88 contendo pKOKEG foi cultivada em
meio LB com 50 mM de L-arabinose sob agitacdo até atingir a absorbancia de 0,8 em
comprimento de onda de 600 nm e preparada para eletrocompeténcia de acordo com a
metodologia descrita acima. Em seguida foram transformadas com dilui¢cdes seriadas do
fragmento linear de DNA purificado, seguido da selecdo de transformantes em placas
contendo cloranfenicol (20 pg/mL). Para verificacdo da troca alélica, as col6nias obtidas
foram selecionadas em placas de 4gar LB contendo apramicina (100 pg/mL) ou cloranfenicol
(20 pg/mL). As colbnias capazes de crescer em meio contendo cloranfenicol, e que nédo
crescer em apramicina (perda do plasmideo), foram selecionados e armazenados a -80°C em
caldo LB contendo 20 pug/mL de cloranfenicol e 15% de glicerol.

Iniciadores flanqueando os genes aggC e ecpC foram utilizados em reacGes de PCR
(item 3.3.2) para verificar a ocorréncia de recombinacdo homdéloga. Uma vez que o cassete de
cloranfenicol apresenta aproximadamente 1 kb e substituiu o gene aggC que apresenta em
torno de 2,5 kb , ou o fragmento do gene ecpC , com aproximadamente 3,4 kb, os produtos
amplificados devem apresentar um fragmento menor ao esperado. Para verificagdo da
obtencg&o dos clones recombinados, um iniciador foward referente ao cassete de cloranfenicol
(CmDT) também foi utilizado (Tabela 9).
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Tabela 9- Iniciadores e plasmideos utilizados para a mutagénese.

Gene/Plasmideo Iniciadores/Caracterisitcas genotipicas Referéncia
aggdRed-F (F) ACATCATCTTTCATAATAGTCATTCTTTTGTGTTTTCGAATA Este estudo®
GAAAATGTAATCGCACATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
agg-(Red-R (R) TTACATACACACTGCACGGGTCAGAAAAATTCCTGACATTC Este estudo®
CCTTTTTTAGTGGCAGTTTCATATGAATATCCTCCTTAG
ecpdRed-F (F) ATGAAAAAGCACCTTCTGCCTCTCGCTCTGCTGTTTTCCGGA Este estudo?
ATATCACCGGCCCAGGCCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ecpdRed-R (R) CGCGGATCCAGCGCCCCGCCAGGAGTGACGAAAAAGTTGT Este estudo?
CGTCTGAGTTGTTTTCGACACATATGAATATCCTCCTTAG
CmDT-F (F) TTATACGCAAGGCGACAAGG Datsenko, Wanner,
2000
AAF-4’-R (R) ACCATCACAAGTACACCG Este estudo®
pKOBEG-Apra”  Plasmideo contendo os genes do fago £ red e gene que codifica Chaveroche et al.,
resistencia a apramicina (Apra') 2000
pKD3 Plasmideo contendo gene de resistencia a cloranfenicol (cat) Datsenko, Wanner,
2000

(F) iniciadores foward; (R) iniciadores reverse; o trecho sublinhado representa a parte da sequéncia pertencente
ao pKD3.

# Iniciadores desenhados com base nas sequéncias dos respectivos genes obtidas no presente estudo.

® Plasmideo gentilmente cedido pela Profa. Tania A. T. Gomes (Disciplina de Microbiologia, UNIFESP).

3.4.2 Andlises fenotipicas dos mutantes

Ambos os mutantes foram analisados quanto a curva de crescimento em caldo LB,
adesdo qualitativa (microscopia Otica e de varredura) e quantitativa em células HelLa e
capacidade de agregacdo de actina em células HelL a (teste de FAS).

As curvas de crescimentos das cepas mutantes Ec46/88 AaggC e Ec46/88 AecpC
foram obtidas correlacionando as leituras de absorbancia dos meios de cultura em
determinados intervalos de tempo, segundo as condicBes de cultivo descritas a seguir.
Inicialmente a cepa selvagem foi cultivada em 3 mL de meio LB com ampicilina (100 pg/ul)
e a cepa mutante em 3 mL de LB com ampicilina (100 pg/pl) e cloranfenicol (20 pg/pl),
ambas a 37 °C por 18h. Uma aliquota de 1 mL dessas culturas foi transferida para 100 mL de
LB com os respectivos antibioticos, sendo incubados a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm. O
crescimento bacteriano das cepas foi monitorado a cada 30 min durante 8h, através de leituras
de absorbancia em comprimento de onda de 600 nm, utilizando o espectrofotdmetro Ultraspec
2000 (Pharmacia Biotech, EUA).
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Os testes de adesdo em células HelLa (qualitativo e quantitativo) foram realizados
conforme a descrigéo no item 3.2.2. O teste de FAS para deteccdo da capacidade de causar a
lesdo A/E em células HeLa foi realizado segundo descricdo anterior (item 3.2.3). A interacéao

com células HeLa também foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (item 3.2.4).
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4 RESULTADOS

4.1 Analises genotipicas e fenotipicas da cepa Ec46/88

4.1.1 Pesquisa de marcadores de viruléncia de EPEC e EHEC

A cepa deste estudo foi avaliada quanto a presenca dos principais genes da regido LEE
de EPEC/EHEC, do plasmideo pEAF de tEPEC e da toxina Shiga de EHEC. Conforme
mostrado na Tabela 10, os genes eae, tir e espB foram amplificados com os tamanhos
esperados para 0S mesmos genes da tEPEC E2348/69 (917 pb, 669 pb e 1.069 pb,
respectivamente). Ndo houve deteccdo dos genes espA e espD. Cabe salientar que o0s
iniciadores utilizados na deteccdo dos genes esp foram baseados na sequéncia de nucleotideos
da tEPEC E2348/69. Também ndo houve deteccdo do gene bfpA e do fragmento EAF,
marcadores do plasmideo pEAF de tEPEC, bem como das variantes 1 e 2 da toxina Stx,

caracteristica de EHEC.

Tabela 10 — Deteccdo dos marcadores de viruléncia de EPEC e EHEC na cepa Ec46/88.
Gene ou fragmento Fragmento amplificado Resultado

eae 917 pb +
tir 669 pb +

bfpA

EAF

espA

espB 1.069 pb +

espD

stx1

stx2

Resultados dos ensaios de deteccdo dos genes de viruléncia de EPEC/EHEC na cepa Ec46/88. A tabela
descreve 0s genes pesquisados, 0s tamanhos dos fragmentos amplificados e os resultados da pesquisa
por PCR.

4.1.2 Anélises de interagio com células epiteliais cultivadas

O teste de adesédo foi realizado em paralelo com o teste de FAS para a deteccdo de

actina polimerizada no sitio da adeséo bacteriana, indicativo da formagdo da lesdo A/E. Os
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dois testes foram realizados com as seguintes linhagens celulares: HEp-2, HelLa, T84 e HT-
29. Conforme apresentado na Figura 6, a cepa Ec46/88 apresentou adesdo agregativa nos
testes de adesdo em todas as linhagens celulares avaliadas, em ensaios de 6 h de incubacgéo
bactérias-células. Nota-se a producdo do padrdo AA preferencialmente sobre a laminula na
auséncia de células, também conhecido como AA coverslip, ou AAcs (ELIAS et al., 2002b).
Com relacdo ao teste de FAS, também em ensaios de 6 h, foi detectado acimulo de
actina polimerizada sob a adesdo bacteriana somente nas linhagens celulares HeLa e HT-29
Esses resultados confirmam o fenétipo de adesdo agregativa, tanto em linhagens
epiteliais ndo intestinais (HEp-2 e HelLa) como em linhagens de origem intestinal (HT-29 e
T84). Além disso, a cepa Ec46/88 foi capaz de polimerizar a actina e formar o pedestal em

células HelLa e HT-29, caracteristica de cepas de EPEC.

Figura 6 - Ensaios de ades@o e FAS com a cepa Ec46/88 em diferentes linhagens celulares.
(continuacao)

(A)  Ec46/88 —células HT-29 (B)  Ec46/88 — células HT-29

. B

\

(C) Ec46/88 - células T84 ' (D) Ec46/88 - célulasT84
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Figura 6 - Ensaios de ades@o e FAS com a cepa Ec46/88 em diferentes linhagens celulares.
(concluséo)

(E) Ec46/88 — celulas HEp-2 (F) Ec46/88 — células HEp-2
" -"" (7 .

(H) Ec46/88 — células HelLa

| ,..
'\ﬁ\“' "l

’/’ ’s’ \\\

Ensaios de adesao e teste de FAS com a cepa Ec46/88 em células HT-29, T84, HEp-2 e HeLa apds 6h
de interacdo. (A) adeséo agregativa em células HT-29; (B) teste de FAS em células HT-29; (C) adeséo
agregativa em células T84; (D) teste de FAS em células T84; (E) adesdo agregativa em células HEp-2;
(F) teste de FAS em células HEp-2; (G) adesdo agregativa em células HeLa; (H) teste de FAS em
celulas HeLa. Aumento: 1.000 vezes.

A MEV foi utilizada para anélise da interagdo e adesdo intima da cepa Ec46/88 com
monocamadas de células Hela, linhagem em que o teste de FAS foi positivo. As células
epiteliais HeLa foram infectadas com as cepas Ec46/88 (6h) e tEPEC E2348/69 (3h) e
processadas para visualizacdo em MEV. Pode-se observar na figura 7 a capacidade de adesdao
intima da cepa Ec46/88 com a superficie das células HelLa, e subsequente formacdo de
pedestal, caracteristico da lesdo A/E, também observado na interacdo com a tEPEC E2348/69.

Nota-se no ensaio com a cepa Ec46/88 a presenca de filamentos interligando as bactérias.
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Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura da interacdo da cepa Ec46/88 com células
Hela.

g »
]

Fotomicrografias (MEV) de monocamadas de células HelLa infectadas com a cepa Ec46/88
demonstrando a capacidade da cepa em induzir a formacdo de pedestal. (A) células Hela nédo
infectadas; (B) cepa protdtipo tEPEC E2348/69 (controle de formacdo de pedestal); (C) cepa Ec46/88.
As setas vermelhas indicam o local da formacdo do pedestal sob a adesdo bacteriana e a seta verde
evidencia estruturas filamentosas conectando as bactérias. Barras, 2 um.

4.1.3 Pesquisa de marcadores de viruléncia de EAEC

De acordo com o apresentado na Tabela 11, ndo houve deteccdo dos genes que
codificam as adesinas AAF/Il (aafA e aafC), AAF/III (agg3A e agg3B), AAF/IV (aggdA e
agg4C), Pil (pilS e pilV) e Ap58 (ap58); as toxinas EASTL (astA) e Pet (pet); a mucinase Pic
(pic); a proteina dispersina (aap); o sideroforo Irp (irp2); bem como dos genes do cluster
capU (shf-rfbU-virk) e dos genes aaiA e aaiC (PAI pheU).

O fragmento sonda AA ou CVD432, correspondente ao gene aatA, foi amplificado
com o tamanho esperado para o respectivo gene da EAEC 17-2 (630 pb), conforme mostrado
na Figura 8.

Na Figura 9 pode-se observar a deteccdo dos genes aggB, aggC e aggD do operon da
fimbria AAF/I, amplificados com os tamanhos esperados para 0s mesmos genes da EAEC 17-
2 (316 phb, 538 pb e 402 pb, respectivamente). Os genes aggA (que codifica a pilina) e aggR
(regulador transcricional), que também parte desse operon, ndo foram detectados. Cabe
salientar que os iniciadores utilizados na deteccdo dos genes agg foram baseados na sequéncia
de nucleotideos da EAEC 17-2 e que ha relatos de variantes no gene aggA em outras cepas de
EAEC (BHARDWAI et al., 2006).
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Tabela 11 - Deteccdo dos genes de viruléncia de EAEC na cepa Ec46/88.
Gene Fragmento amplificado Resultado

aggA - -
aggB 316 pb +
aggC 538 pb +
aggD 402 pb +
aafA - -
aafC - -
agg3A - -
agg3C - -
agg4A - -
agg4C - -
aggR - -
pilS - -
pilV - -
ap58 - -
aatA (sonda CVD432) 630 pb +
astA - -
pic - -
pet - -
aap - -
shf - -
virk - -
rfbU - -
irp2 - -
aaiA - -
aaiC - -
Resultados dos ensaios de detecgdo dos genes de viruléncia de EAEC na cepa Ec46/88. A tabela

descreve 0s genes pesquisados, 0s tamanhos dos fragmentos amplificados e os resultados da pesquisa
por PCR.
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Figura 8 - Detec¢do do gene aatA na cepa Ec46/88.

PM 1

2 3

630 pb

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do produto amplificado na PCR para deteccéo do gene aatA (630
pb). Canaletas: (PM) marcador de peso molecular 100 bp ladder (Invitrogen); (1) EAEC 17-2, controle

positivo; (2) cepa Ec46/88; (3) E. coli DH5a, controle negativo. A seta indica o tamanho do produto
amplificado.

Figura 9 - Deteccédo dos genes aggB, aggD e aggC na cepa Ec46/88.

A PM 1 2 4

¢y

—

-

- —

-

-

402 pb .
316 pb -

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos produtos amplificados nas PCRs para deteccdo dos genes
aggB (316 pb), aggD (402 pb) e aggC (538 pb). (A) Deteccdo do gene aggB e aggD. Canaletas: (PM)
marcador de peso molecular 100 bp ladder (Invitrogen); (1) EAEC 17-2, controle positivo para aggB;
(2) amplificacdo de aggB na cepa Ec46/88; (3) EAEC 17-2, controle positivo para aggD; (4)
amplificacdo de aggD na cepa Ec46/88; (5) cepa DH5a., controle negativo para aggB; (6) cepa DH5a.,
controle negativo para aggD. (B) Deteccdo do gene aggC. Canaletas: (PM) marcador de peso
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molecular 100 bp ladder (Invitrogen); (1) amplificacdo de aagC na cepa Ec4688; (2) EAEC 17-2,

controle positivo para aggC; (3) cepa DH5a, controle negativo para aggC. As setas indicam o
tamanho dos produtos amplificados.

4.1.4 Pesquisa de adesinas fimbriais de E. coli patogénicas

A presenca de varios genes que codificam subunidades estruturais de fimbrias
descritas em aEPEC, EHEC, STEC DAEC ETEC e UPEC foi pesquisada na cepa deste
estudo. Conforme mostrado na Tabela 12, ndo houve deteccdo dos genes que codificam a
fimbrias P (papA) e S (sfaA) de UPEC; Lda (IdaH) de aEPEC; Sorbitol-Fermenting pilus
(sfpA) de EHEC; AIDA-I (aida) e F1845 (daaC) de DAEC; e os fatores de colonizacdo de
ETEC fimbriais: CFA/I, CFA/III, CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS6 e CS21.

Dentre as variantes da fimbria Lpf (long polar fimbriae) de EHEC, houve apenas a
deteccdo do gene IpfA; (A:-A), o qual codifica a variante Al. Os genes fimA, fimH (fimbria
tipo 1) e ecpA (fimbria ECP) também foram detectados. Essas fimbrias sdo amplamente
distribuidas em cepas de E. coli de varios patotipos. Todos esses genes foram amplificados
com tamanhos semelhantes aos respectivos amplicons das cepas protétipo para cada gene, ou
seja, 222 pb para IpfAl, 161 pb para fimA, 508 pb para fimH e 485 pb para ecpA.

Em resumo, além dos genes do operon da fimbria AAF/I (aggDBC), a cepa Ec46/88
alberga genes da fimbria tipo |, da variante Al de Lpf e de ECP.

Tabela 12 - Deteccdo dos genes de adesinas fimbriais de pat6tipos de E. coli na cepa Ec46/88.
(continuacao)

Gene Fragmento Resultado
amplificado
fimA 161 pb
fimH 508 pb
ecpA 485 pb +
papA
sfaA
IdaH
sfpA
IpfA 0113 -
IpfAl (Al-A) 222 pb +

IpfAL(A1-B1)
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Tabela 12 - Detecgédo dos genes de adesinas fimbriais de patétipos de E. coli na cepa Ec46/88.
(concluséo)

IpfAl (A1-C) - -
IpfAl (Al1-Ce/ Al1-ClR) - -
IpfA2 (A2-B1) - -
aida-I - -
daaC - -
CS21/IngA - -
CFA/I - -
CFA/III - -
Cs1 - -
CS2 - -
CS3 - -
CS4 - -
CS5 - -
CS6 - -

Resultados dos ensaios de deteccdo dos genes de adesinas fimbriais de varios pat6tipos de E. coli na
cepa Ec46/88. A tabela descreve os genes pesquisados, os tamanhos dos fragmentos amplificados e os
resultados da pesquisa por PCR.

4.1.5 Analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos de alguns genes housekeeping da cepa Ec46/88 foram
obtidas com a finalidade de analisar as relagdes filogenéticas dessa cepa com outros patétipos
de E. coli diarreiogénicas. Esses dados foram analisados em conjunto com os resultados de
sequenciamento dos mesmos genes de outras 43 cepas pertencentes a varios patotipos, obtidos
anteriormente por Bando et al. (2009).

As sequéncias parciais dos genes arcA (664 pb), mtID (1.282 pb) e rpoS (878 pb)
obtidas foram alinhadas e analisadas. Em seguida foram concatenadas e exportados para o
programa MEGA (versédo 5.0.5) para a inferéncia da arvore filogenética juntamente aos dados
de Bando et al. (2009). A distancia genética entre as amostras foi obtida pelo método Kimura-
2 parametros e o filograma foi construido através do método maximum likelihood utilizando
bootstrap com 1000 réplicas.

A insercdo dos dados da cepa Ec46/88A na arvore filogenética permitiu a sua

localizacdo no grupo filogenético B2, relacionado a outras aEPEC, conforme mostrado na
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Figura 10. As cepas desse grupo mostraram-se geneticamente relacionadas com a cepa
protétipo de tEPEC E2348/69 (sorotipo 0O127:H6). As cepas geneticamente mais relacionada
a Ec46/88 incluiram as aEPEC dos sorotipos O119:H15, 0119:H19, O125:H6, O55:H6 e
ONT:H6. Além de duas tEPEC: uma O55:H6 e a protdtipo E2348/69. Embora essa analise
tenha sido realizada somente com trés genes (arcA, mtIiD e rpoS), o valor de bootstrap do

grupo foi alto (94), indicando sua robustez.
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Figura 10 - Arvore filogenética de 44 cepas de E. coli diarreiogénicas, E. coli ndo
patogénicas e a cepa Ec46/88 deste estudo.
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O filograma foi construido através do método maximum likelihood utilizando bootstrap com 1.000
réplicas. A cepa Ec46/88 (0142:H34) estd em destaque e pertence ao grupo filogenético B2. Sorotipos
das cepas: 1887 (O111:H38), H10407 (O72:H1l), 4013 (088:H25), 3157 (0119:H2), 4009
(0114:H25), 2103 (026:H11), 92 (0O2:H16), 2459 (026:H11), 852 (O88:H25), 4147 (O55:H7), 320
(O55:H7), 558 (0111:H40), C1845 (O75:HNM), 462 (O51:H40), 4192 (O111:H25), 3970
(O55:HNM), 289 (0119:H15), 2791 (0119:H19), 4182 (0125:H6), 9100 (O55:H6), 3414 (ONT:H6),
936 (O1:H45), 251 (O11:H10), 042 (O44:H18), 84 (086:H11), 268 (049:H6), 895 (0153:H19).

*NP, auséncia de marcadores de viruléncia de E. coli diarreiogénicas.

4.1.6 Analise do perfil plasmideal e localizagdo dos genes do operon agg na cepa
Ec46/88

Os genes aggBDC detectados na cepa Ec46/88 foram descritos originalmente na
EAEC 17-2, localizados em seu plasmideo de viruléncia pAAl (NATARO et al, 1992). Esse
achado, juntamente a reatividade com a sonda aatA, levantou a hipdtese de que a cepa
Ec46/88 pudesse albergar um plasmideo pAA. Para investigar a presenca desse plasmideo
foram realizadas analises de perfil plasmideal e Southern blot com sondas para os genes aatA
e do operon agg.

A cepa Ec46/88 apresentou apenas um plasmideo de alta massa molecular (~ 60

MDa), muito semelhante ao da cepa protétipo EAEC 17-2 (Figura 11).

Figura 11 - Perfil plasmideal da cepa Ec46/88.
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Eletroforese em gel de agarose (0,8%) das extracdes plasmideais. Canaletas: (R) cepa E. coli R861,
marcador de peso molecular plasmideal; (1) perfil plasmideal da cepa EAEC 17-2; (2) perfil
plasmideal da cepa Ec46/88. As setas indicam as massas moleculares de referéncia na cepa E. coli
R861.

A presenca de um plasmideo de massa molecular semelhante ao pAAl da EAEC 17-2
sugeriu que a localizacdo dos genes do operon agg, bem como do fragmento sonda aatA,
fosse plasmideal na cepa Ec46/88.

Com a finalidade de verificar a presenca dos genes aggA, aggC, aggR e aatA no
plasmideo presente na cepa prototipo deste estudo, foram realizadas reacdes de hibridizacéo
do plasmideo com sondas genéticas especificas. Os resultados dessas hibridizacdes estdo
apresentados nas Figuras 12 e 13. Pode-se observar que houve reatividade do plasmideo da
cepa Ec46/88 com as sondas referentes aos genes aagA, aggC e aatA, da mesma forma que
com o pAAL presente na EAEC 17-2. Como inicialmente o gene aggA ndo foi amplificado
pela PCR, a deteccdo desse gene por meio de hibridizacdo indicou que a cepa Ec46/88
apresentava uma variante do gene aggA, ndo detectada com iniciadores baseados na sequéncia
do mesmo gene da EAEC 17-2.

Figura 12 — Southern blot utilizando os genes aggA, aggC e aggR como sondas genéticas.
(continuacao)
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Figura 12 — Southern blot utilizando os genes aggA, aggC e aggR como sondas genéticas.
(concluséo)

(©) ®)

A figura mostra a reatividade dos contetdos plasmideais com as sondas aggA, aggC e aggR.
Membranas de nylon contendo os plasmideos imobilizados foram hibridizadas com as sonda aggA
(450 pb), aggC (538 pb) e aggR (308 pb) marcadas por quimioluminescéncia e expostas a filmes de
raio-X. A deteccdo de sinal revelado no filme de raio-X indica reatividade com a sonda. (A)
Eletroforese em gel de agarose (0,8%) de extragdes plasmideais, gendmicas e produtos de PCR.
Canaletas: (PM) extragdo plasmideal da E. coli R861; (1) extracdo plasmideal da EAEC 17-2; (2)
extracdo plasmideal da cepa Ec46/88; (3) extracdo gendmica da EAEC 17-2; (4) extracdo genbmica da
cepa Ec46/88; (5) fragmento amplificado referente ao gene aggA da EAEC 17-2; (6) fragmento
amplificado referente ao gene aggB da EAEC 17-2; (7) fragmento amplificado referente ao gene aggC
da EAEC 17-2; (8) fragmento amplificado referente ao gene aggD da EAEC 17-2; (9) fragmento
amplificado referente ao gene aggR da EAEC 17-2. (B) Hibridizacdo com a sonda aggA. Detec¢do de
sinal nas canaletas: (1) plasmideo da EAEC 17-2; (2) plasmideo da cepa Ec46/88; (5) amplicon aggA
da EAEC 17-2. (C) Hibridizacdo com a sonda aggC. Deteccdo de sinal nas canaletas: (1) plasmideo da
EAEC 17-2; (2) plasmideo da cepa Ec46/88; (7) amplicon aggC da EAEC 17-2. (D) Hibridizagcdo com
a sonda aggR. Deteccdo de sinal nas canaletas: (1) plasmideo da EAEC 17-2; (2) plasmideo da cepa
Ec46/88; (9) amplicon aggR da EAEC 17-2.
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Figura 13 — Southern blot utilizando o gene aatA como sonda genética.
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A figura mostra a reatividade dos contetdos plasmideais com a sonda aatA. Uma membrana de nylon
contendo os plasmideos imobilizados foi hibridizada com a sonda aatA (630 pb) marcada por
guimioluminescéncia e exposta a um filme de raio-X. A deteccdo de sinal revelado no filme de raio-X
indica reatividade com a sonda. (A) eletroforese em gel de agarose (0,8%) de extracBes plasmideais e
produtos de PCR. Canaletas: (PM) extracdo plasmideal da E. coli R861; (1) extracdo plasmideal da
cepa 17-2; (2) extracdo plasmideal da cepa 042; (3) extracdo plasmideal da cepa Ec46/88; (4)
fragmento amplificado referente ao gene aggR da EAEC 17-2; (5) fragmento amplificado referente ao
gene aatA da EAEC 17-2. (B) Hibridizagdo com a sonda aatA. Deteccdo de sinal nas canaletas: (1)
plasmideo da EAEC 17-2; (2) plasmideo da EAEC 042; (3) plasmideo da cepa Ec46/88; (5) amplicon
aatA da EAEC 17-2.

4.2 Sequenciamento dos genes que compdem o operon aggDCBA da cepa Ec46/88

A estratégia de sequenciamento do operon agg baseou-se na amplificacdo por PCR de
diversos fragmentos com auxilio de iniciadores baseados na sequéncia dos mesmos genes da
EAEC 17-2 (numero de acesso no GenBank: U12894.1). Esses fragmentos cobriram todo o
operon, apresentando regides de sobreposicdo, a fim de permitir a montagem de uma
sequéncia continua (Figura 4).

Os diversos fragmentos foram sequenciados em ambos os sentidos e as diversas
sequéncias obtidas foram alinhadas em um unico contig correspondente a 4,5 kb. Essa regido
sequenciada compreende quatro open reading frames (ORF) organizadas na mesma sequéncia

e orientacdo dos genes agg da EAEC 17-2 (nimero de acesso no GenBank: U12894.1).
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Conforme apresentado na Figura 14, a primeira ORF apresentou 758 pb e a anélise
através do programa BLAST mostrou uma identidade de 97% com o gene aggD, que codifica
a proteina chaperonina da biogénese da fimbria AAF/l da EAEC 17-2 (GenBank: U12894.1).
A segunda ORF apresentou 451 pb e identidade de 98% com o gene aggB, que codifica uma
proteina criptica ndo essencial para a biogénese da fimbria AAF/l (GenBank: U12894.1). A
terceira ORF apresentou 2.529 pb e identidade de 98% com o gene aggC, que codifica uma
proteina com funcgdes de usher da fimbria AAF/I (GenBank: U12894.1). A ultima ORF
apresentou 505 pb e identidade de 99% com o gene aggAsszy (nUmero de acesso no GenBank:
Y18149) da cepa de EAEC 457 (sorogrupo 0126), o qual codifica uma subunidade estrutural
de AAF/I (pilina) variante. As regides intergénicas representaram 112, 51 e 97 pb e ndo

correspondem a ORFs.

Figura 14 — Esquema dos genes do operon agg sequenciados da cepa Ec46/88.
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O esquema acima representa a organizagdo (5-3") do operon agg da cepa Ec46/88, onde as barras
indicam o inicio e o término de cada gene sequenciado. Nucleotideo 1 ao 758: aggD (758 pb);
Nucleotideo 870 ao 3.398: aggC (2.529 pb); Nucleotideo 3.449 ao 3.899: aggB (451 pb); Nucleotideo
3.996 a0 4.500: aggA (505 pb).

4.3 Sequenciamentos dos genes que compdem o operon ecp da cepa Ec46/88

A estratégia de sequenciamento do operon ecp baseou-se na amplificacdo por PCR de
diversos fragmentos com auxilio de iniciadores baseados na sequéncia dos mesmos genes da
tEPEC E2348/69 (nimero de acesso no GenBank: NC_011601.1). Esses fragmentos cobriram
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todo o operon, apresentando regides de sobreposicdo a fim de permitir a montagem de uma
sequéncia continua (Figura 5).

Os diversos fragmentos foram sequenciados em ambos os sentidos e as diversas
sequéncias obtidas foram alinhadas em um Unico contig, correspondente a 6,8 kb. Essa regido
sequenciada compreende seis ORFs organizadas na mesma sequéncia e orientacdo dos genes
ecp da tEPEC E2348/69 (numero de acesso no GenBank: NC_011601.1).

Na cepa E2348/69 de tEPEC o operon ecp € composto por seis genes: ecpR (586 pb),
que codifica o regulador desse operon; ecpA (588 pb), que codifica a pilina da fimbria ECP;
ecpB (669 pb), que codifica para uma chaperona; ecpC (2.526 pb), proteina usher; ecpD
(1.644 pb), que codifica a estrutura terminal da adesina; ecpE (756 pb), que codifica para
outra proteina chaperona acessoria (nimero de acesso no GenBank: NC_011601.1).

Conforme mostrado na Figura 15, as seis ORFs identificadas no fragmento
sequenciado do genoma da cepa Ec46/88 apresentaram 0s mesmos tamanhos (pb) dos genes
do operon ecp da tEPEC E2348/69. A andlise através do programa BLAST mostrou
identidades entre 98 e 99% com 0s respectivos genes da tEPEC E2348/69 (numero de acesso
no GenBank: NC_011601.1).

Figura 15 - Esquema dos genes do operon ecp sequenciados da cepa Ec46/88.

660 1248 2000 4326 6183 6790
———_{Q@R ecpd L— ecpl ecpC ecpl) ecpE
1 386 1303 1874 4538 6180

‘ 1000 2000 3000 4000 3000 &6000 7000Pb

O esquema acima representa a organizacao (5°-3") do operon ecp da cepa Ec46/88, onde as
barras representam o inicio e o término de cada gene sequenciado. Nucleotideo 1 ao 586: ecpR (586
pb); Nucleotideo 660 ao 1.248: ecpA (589 pb); Nucleotideo 1.305 ao 1.974: ecpB (670 pb);
Nucleotideo 2.000 ao 4.526: ecpC (2.527 pb); Nucleotideo 4.536 ao 6.180: ecpD (1.645 pb);
Nucleotideo 6.183 a0 6.790: ecpE (608 pb).
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4.4 Papel das fimbrias AAF/I e ECP na adesdo agregativa da cepa Ec46/88

4.4.1 Obtencgdo dos mutantes Ec46/884aggC e Ec46/884ecpC

Com o intuito de verificar a participacdo das fimbrias AAF/lI e ECP no fendtipo de
adesdo da cepa Ec46/88 foram realizadas mutac6es com a delecdo dos genes aggC e ecpC, os
quais codificam as proteinas usher dos respectivos sistemas. A delacdo desses componentes
previne a montagem das fimbrias abolindo completamente a presenca das mesmas, uma vez
que esse tipo de mutagdo é polar.

Com a utilizacao de técnicas de recombinagdo homdloga sitio-dirigida, empregando as
recombinases do fago lambda, sistema RED de recombinacdo, os dois genes acima
mencionados foram deletados e suas sequéncias foram substituidas por cassetes de resisténcia
ao cloranfenicol (cloranfenicol acetiltransferase, cat), utilizados como marcadores de selecéo
do sucesso da recombinacdo. Apés a selecdo das cepas mutantes apresentando resisténcia ao
cloranfenicol, a confirmacdo da correta mutacao foi realizada por PCR e sequenciamento de
DNA.

No caso da delecdo do gene aggC foi realizada a amplificacdo de um fragmento que
engloba parte da sequéncia nativa que flanqueia o gene deletado e parte do cassete de
cloranfenicol com a utilizagdo dos iniciadores CmDT-F e AAF4’-R, amplificando um
fragmento de 250 pb (Figura 16A). No caso da delecdo do gene ecpC foi realizada a
amplificacdo de um fragmento que engloba parte da sequéncia nativa que flanqueia o gene
deletado e parte do cassete de cloranfenicol com a utilizagdo dos iniciadores CmDT-F e ecpD-
R amplificando um fragmento de 753 pb (Figura 16B).
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Figura 16 — Deteccdo do gene de resisténcia ao cloranfenicol nos mutantes Ec46/88AaggC e
Ec46/88AecpC.
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Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos produtos amplificados nas PCRs correspondentes aos genes
aggC e ecpC deletados. (A) Amplificacdo com o iniciador forward do cassete de resisténcia ao
cloranfenicol (CmDT-F) e o reverse AAF-4’. Canaletas: (PM): 1 kb GeneRuler (Thermo scientific);
(1) cepa selvagem Ec46/88; (2) cepa mutante Ec46/88AaggC. (B) Amplificagéo utilizando o iniciador
foward CmDT e o iniciador reverse ecpD. Canaletas: (PM) 1 kb GeneRuler (Thermo Scientific); (1)
cepa mutante Ec46/88AecpC; (2) cepa selvagem Ec46/88. As setas indicam os tamanhos dos
fragmentos amplificados nas reagdes de PCR.

Essas amplificacdes indicaram a correta insercdo do gene cat em aggC e ecpC tendo
em vista a ocorréncia de anelamento dos iniciadores forward baseados na sequéncia de cat e
reverse baseados nas regides que flanqueiam os genes que foram mutados. Mesmo assim,
esses fragmentos amplificados foram posteriormente sequenciados. Os sequenciamentos de
ambos os amplicons (AaggC e AecpC) demonstraram a insercdo do cassete de cloranfenicol
na regido 5° e andlises através do programa BLAST mostraram 98% de identidade do inicio
da sequéncia com o gene cat do plasmideo pKD3 utilizado para inser¢cdo do cassete de

resisténcia (nUmero de acesso no GenBank: AY048742.1).

4.4.2 Analises fenotipicas dos mutantes Ec46/88AaggC e Ec46/88AecpC

Inicialmente os mutantes obtidos foram avaliados quanto a curva de crescimento para

verificar se as mutacdes ndo haviam interferido em suas caracteristicas de replicacdo. A
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Figura 17 mostra as curvas de crescimento da cepa selvagem Ec46/88 em relagdo as cepas
mutantes Ec46/88AaggC e Ec46/88AecpC. Pode-se observar que as mutagfes néo

interferiram significativamente no tempo de geracao de ambos os mutantes.

Figura 17 — Curvas de crescimento da cepa Ec46/88 em comparagdo com cepas mutantes
Ec46/88AaggC e Ec46/88AecpC.
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Curvas de crescimento da cepa Ec46/88 selvagem e dos mutantes Ec46/88AaggC (A) e Ec46/88AecpC
(B). As cepas foram cultivadas em caldo LB sob agitacdo constante de 300 rpm a 37 °C. As
absorbancias dos cultivos das cepas em comprimento de onda de 600 nm foram obtidas em intervalos

de 30 min durante 8 h.

Em seguida, o efeito da mutacéo nos genes de biogénese das fimbrias AAF/I e ECP foi

avaliado na cepa Ec46/88 quanto a capacidade de aderéncia em células HelLa. Primeiramente
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realizou-se o teste qualitativo em células HeLa com de 6h de interagdo, o qual pode ser
visualizado na Figura 18. Foi evidenciada uma pequena reducdo da quantidade de bactérias
aderidas nos ensaios com os mutantes Ec46/88AecpC e Ec46/88AecpC, em comparagdo com
a cepa Ec46/88. Entretanto, o padrdo AA apresentado pela cepa Ec46/88 continuou sendo

expresso por ambos 0s mutantes.

Figura 18 - Ensaios de adesdo em celulas HeLa da cepa Ec46/88 e seus mutantes

Ec46/38AecpC e Ec46/38AecpC.

%

G




76

Ensaios de adesdo com a cepa Ec46/88 e seus mutantes em células HeLa ap6s 6h de interagdo. (A e B)
adesdo agregativa da cepa Ec46/88; (C e D) adesdo da cepa mutante Ec46/88AaggC; (E e F) adesdo
da cepa mutante Ec46/88AecpC. Aumento: 1.000 vezes.

Uma vez que os ensaios qualitativos sugeriram uma pequena reducdo na quantidade de
bactérias aderidas, embora sem alteracdo no padrdo de adesao, partiu-se para a quantificacéo
da adesdo de ambos os mutantes. Os testes foram realizados em triplicatas bioldgicas e
técnicas e o resultado final foi obtido pela média de todos os valores de UFC/mI obtidos
nesses experimentos. Conforme apresentado na Figura 19, houve uma pequena reducédo do
indice de adesdo da cepa mutante Ec46/88AecpC, embora sem diferenca estatistica com a
adesdo apresentada pela cepa selvagem. Com relagdo ao mutante Ec46/88AaggC, o indice de
adesdo também foi menor, porém estatisticamente significante quando comparado com a

adesdo apresentada pela cepa selvagem.

Figura 19 — Grafico dos valores da quantificacdo dos ensaios de adesdo em células HelLa da
cepa Ec46/88 e seus mutantes Ec46/88AecpC e Ec46/88AecpC.
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O grafico de barras representa os valores em unidades formadoras de colénias (UFC)/ml obtidos nos
testes de quantificacdo da adesdo. A cepa selvagem Ec46/88 em comparagdo com oS respectivos
mutantes em AaggC e AecpC. Pode-se observar que na cepa mutante Ec46/88AaggC houve uma
reducdo estatisticamente significativa (**) em comparacdo com a cepa selvagem. Ja os valores obtidos
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para a cepa mutante Ec46/88AecpC ndo foram estatisticamente significativos (NS). As barras
representam o desvio-padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
**n =0,0026 (P significativo < 0,05).

Os mutantes Ec46/88AecpC e Ec46/88AecpC também foram analisados quanto a
capacidade de induzir a formacdo de pedestal, caracteristica observada na cepa Ec46/88 em
celulas HelLa. Para isso foram realizados testes de FAS com os mutantes, nos quais foi
possivel observar que a capacidade de induzir essa alteracdo histopatoldgica foi mantida em

ambos (Figura 20).

Figura 20 — Ensaios de FAS em células HelLa da cepa Ec46/88 e seus mutantes
Ec46/88AecpC e Ec46/88AecpC.

Ensaios de FAS com a cepa Ec46/88 em células HeLa apos 6h de interagdo. (A) células HeLa sem
bactérias; (B) cepa Ec46/88; (C) cepa Ec46/88AaggC; (D) cepa Ec46/88AecpC. As setas indicam o
acumulo de actina no local da adesdo bacteriana. Visualizagdo em microscopia confocal com aumento
de 64 vezes.



78

A MEV também foi utilizada para analise da interacdo dos mutantes com
monocamadas de células HelLa. As células epiteliais HeLa foram infectadas com as cepas
Ec46/88, Ec46/88AaggC, Ec46/88AecpC e processadas para visualizagdo por MEV. Pode-se
observar na figura 21 que a capacidade apresentada pela cepa Ec46/88 de aderir e induzir a
formacédo de pedestal manteve-se em ambos os mutantes. Nota-se também que os filamentos
interligando as bactérias, presentes nas cepas Ec46/88 ¢ Ec46/88AaggC, estdo ausentes no
mutante Ec46/88AecpC.
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Figura 21 — Microscopia eletronica de varredura da intera¢do das cepas Ec46/88, Ec46/88AaggC e Ec46/88AecpC com células HelLa.
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Fotomicrografias (MEV) de monocamadas de células HelLa infectadas com a cepa Ec46/88 e seus mutantes demonstrando a capacidade das cepas em
induzir a formacdo de pedestal (A) células Hela ndo infectadas; (B) cepa prototipo tEPEC E2348/69 (controle de formacdo de pedestal); (C) cepa
Ec46/88; (D) cepa Ec46/88AaggC; (E) cepa Ec46/88AecpC. As setas vermelhas indicam o local da formagdo do pedestal sob a adeséo bacteriana e as
setas em verde evidenciam estruturas filamentosas conectando as bactérias na cepa selvagem e no mutante Ec46/88AaggC. Barras, 2 um.
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5 DISCUSSAO

A cepa Ec46/88 analisada no presente estudo pertence ao sorotipo O142:H34, foi
isolada de um caso de diarreia aguda na cidade de S&o Paulo e previamente caracterizada
como apresentando o gendtipo eae’/bfpA/EAF/stx” e expressando o padrdo AA em células
HelLa (GUILARDI et al., 2003). Embora pertenca a um dos sorotipos classicos de tEPEC
(TRABULSI; KELLER, GOMES, 2002), essa cepa foi classificada como aEPEC pois nédo
reagiu com as sondas para deteccdo de EAF e bfpA, caracteristicas de aEPEC (HERNANDES
et al., 2009).

A inusitada combinagdo de genes de viruléncia de EPEC e EAEC apresentada pela
cepa Ec46/88, principalmente a reatividade com a sonda AA (aatA), originou as principais
questdes do presente estudo: caracterizar o padrdo AA e avaliar a classificacdo dessa cepa
como EPEC ou EAEC.

A primeira etapa deste estudo correspondeu & analise de caracteristicas de EPEC no
sentido de complementar os dados de Ghilardi et al. (2003), principalmente na questdo da
funcionalidade da regido LEE. Os genes que codificam as proteinas responsaveis pelo
estabelecimento da lesdo A/E, caracteristica da patogenicidade de EPEC, estdo localizados em
LEE (McDANIEL et al., 1995).

Na cepa Ec46/88 houve a deteccdo de eae, espB e tir. O fragmento amplificado do
gene eae foi sequenciado e sua analise mostrou identidade de 99% com a por¢do conservada
da intimina de varias linhagens de EPEC (dados ndo apresentados). Os genes espA e espD, 0s
quais ndo foram detectados, apresentam grande diversidade com relacdo as sequéncias de
nucleotideos (CHINA et al., 1999; MAIRENA et al., 2004) e a falta de amplificacdo desses
genes justifica-se pelo fato de que os iniciadores utilizados foram baseados na sequéncia de
nucleotideos da tEPEC E2348/69. Analises por immunoblotting de proteinas secretadas da
regido LEE da Ec46/88 evidenciaram a producdo de EspA e EspD, entretanto com massa
moleculares distintas em comparacdo com as mesmas proteinas secretadas pela tEPEC
E2348/69 (dados ndo apresentados). Existe polimorfismo entre os filamentos de EspA,
inclusive em cepas do sorotipo 0142:H34 (NEVES et al., 2003).

ESpA é uma das proteinas secretadas pelo aparato de secrecdo do tipo Ill, e interage
com a ceélula hospedeira durante os primeiros estagios da formacédo da lesdo A/E formando

um canal pelo qual as proteinas efetoras sdo transportadas. EspB e EspD sdo proteinas
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translocadoras adicionais e formam o poro na membrana da célula hospedeira, através do qual
outras proteinas sdo translocadas para a célula eucaridtica. Enquanto BFP parece ser o fator
predominante requerido para a adesdo inicial das tEPEC (CLEARLY et al., 2004), os
filamentos EspA participam da adesdo inicial as microvilosidades; contudo, de uma maneira
menos eficiente, mediando a adesdo na auséncia de BFP. Este seria um dos possiveis
mecanismos de adesdo apresentados pela cepa do presente estudo.

O teste de FAS também foi realizado para avaliar a capacidade de polimerizacdo da
actina e, consequente, formacdo da lesdo A/E. Esses experimentos mostraram que a cepa
Ec46/88 apresenta essa capacidade, o que demonstra a funcionalidade dos genes da regido
LEE. Cabe salientar que essa capacidade foi dependente da linhagem celular, ja que o
resultado foi positivo somente nas células HeLa e HT-29. A capacidade de causar a lesdo A/E
por cepas de aEPEC que aderem no padrdo AA ja foi relatada anteriormente, bem como a
dependéncia desse fendtipo com relacdo as linhagens celulares empregadas (ABE et al., 2009;
BARROS et al., 2008; MOREIRA et al., 2008; ROCHA et al., 2011). No processo de
formacéo do pedestal a possibilidade de sinaliza¢6es por parte da célula epitelial, bem como a
presenca de receptores especificos, ndo pode ser descartada. Isto explicaria os resultados
negativos de FAS com as células HEp-2 e T84.

Uma vez comprovada a funcionalidade da regido LEE e capacidade de causar a leséo
AJE pela cepa Ec46/88, a segunda etapa deste estudo foi direcionada para o estudo do padréo
AA apresentado em células HeLa (GHILARDI et al., 2003).

O padrdo de adesdo agregativo da cepa Ec46/88 foi avaliado em outras linhagens
celulares epiteliais (intestinais e ndo intestinais), mostrando a sua reprodutibilidade.
Resultados semelhantes foram descritos por Barros et al. (2008) com cepas de aEPEC do
sorotipo O125:H6 que também apresentam o padrdo AA. No patotipo EAEC o padrdo AA é
reprodutivel em diferentes linhagens epiteliais cultivadas, bem como em bidpsia de intestino
humano (HICKS et al., 1996; NATARO et al., 1996).

Além da capacidade de aderir no padrdo AA em distintas linhagens epiteliais, a cepa
Ec46/88 reagiu com a sonda CVD432 (aatA) usada para o diagnostico do patétipo EAEC
(GHILARDI et al., 2003). Esses resultados indicavam a possibilidade da presenca do
plasmideo de viruléncia de EAEC (pAA), uma vez que o0 gene aatA localiza-se no plasmideo
pAAl e pAA2 nas EAEC 17-2 e 042, respectivamente (ELIAS et al., 1999; SAVARINO et
al., 1994).
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A cepa Ec46/88 foi entdo analisada quanto a presenca de diversos fatores de viruléncia
de EAEC, plasmideais e cromossdmicos, com exce¢do de genes que codificam fimbrias, 0s
quais foram analisados numa segunda etapa.

Com excecéo de aatA, previamente detectado (GHILARDI et al., 2003), nenhum dos
marcadores de viruléncia de EAEC pesquisados foi encontrado na cepa Ec46/88, incluindo
aqueles localizados no pAA da EAEC 042, tais como as toxinas EAST-1, Pet e o cluster capU
(CZECZULIN et al., 1999). Resultados semelhantes foram observados em cepas de aEPEC
do sorotipo O125:H6 que apresentam o padrdo AA. Entretanto as cepas desse sorotipo nédo
reagiram com a sonda aatA (BARROS et al., 2008).

A sonda desenvolvida por Baudry et al. (1990) para detec¢do de EAEC, inicialmente
denominada CVVD432 ou sonda AA, esta associada a presenca do plasmideo pAA. De fato, as
analises de perfil plasmideal da cepa Ec46/88 evidenciaram a presenca de um U(nico
plasmideo de massa semelhante ao presente na EAEC 17-2 (~60 MDa). Posteriormente, 0s
ensaios de Southern blot revelaram a localizacdo do gene aatA nesse plasmideo. Este é o
primeiro relato da presenca de um plasmideo albergando aatA em uma aEPEC.

Apbs a avaliacdo dos fatores de viruléncia de EPEC e EAEC foram pesquisados 0s
genes que codificam adesinas de outros pat6tipos de E. coli diarreiogénica, na tentativa de
identificar a adesina que medeia o padrdo AA na cepa em estudo.

Adesinas sdo estruturas proteicas bacterianas que reconhecem e se ligam a receptores
especificos presentes na superficie da célula hospedeira. As estruturas filamentosas, que sdo
apéndices bacterianos ndo flagelares ancorados a membrana externa da bactéria sdo
denominadas de pili ou fimbrias. J& as ndo fimbriais sdo proteinas de membrana externa.
Essas estruturas exercem um papel fundamental no processo de adesdo das E. coli
diarreiogénicas.

Diversos genes que codificam adesinas descritas em outros patétipos de E. coli
diarreiogénica, especialmente de EHEC, ja foram detectados em aEPEC. Dentre eles Ipf (long
polar fimbriae), iha (Vibrio cholerae Irg homologue adhesin), efal (EHEC factor for
adherence 1), toxB (proteina ToxB envolvida na adesdo), ldaH (locus for diffuse adherence),
paa (porcine A/E-associated protein), sfa (fimbria S), pap (fimbria P) e afa (adesina afimbrial
da familia Dr) (AFSET et al., 2006; ROBINS-BROWNE et al., 2004; SCALETSKY et al.,
2009; VIEIRA et al., 2001; VIEIRA et al., 2010).
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Esses dados indicam que aEPEC apresenta uma estrutura genética que permite a
aquisicdo de fatores de viruléncia de outros patétipos (BANDO et al., 2009). Por conta dessa
caracteristica, foi realizada a pesquisa de diversas adesinas relacionadas a outros patétipos de
E. coli patogénicas. Dentre as adesinas pesquisadas foram detectados na Ec46/88 os genes da
fimbria tipo I, Lpf e ECP.

A fimbria do tipo 1 estd amplamente distribuida em E. coli e outras enterobactérias,
exercem papel na patogénese da infeccdo urinaria causada por UPEC e pertencem a categoria
das fimbrias conhecidas como chaperona-usher (WAKSMAN; HULTGREN, 2009). As
fimbrias do tipo I, expressas por UPEC, formam uma estrutura constituida por subunidades de
FimA onde a adesina FimH se acopla (RUSSEL; ORNDORFF, 1992). Tanto os genes fimA
como fimH foram detectados na cepa Ec46/88.

A fimbria tipo | participa do estabelecimento do padrdao AA na EAEC 042 e em EAEC
do sorotipo 0128:H35 (MOREIRA et al., 2003). Entretanto, é inibida pela presenca de
manose (fimbria manose sensivel) que € utilizada nos ensaios de adesdo em células epiteliais
cultivadas (RUSSEL; ORNDORFF, 1992). Dessa forma, podemos descartar o seu papel na
adesdo agregativa apresentada pela cepa do presente estudo, uma vez que todos 0s ensaios de
adesdo foram realizados na presenca de manose.

Dentre as adesinas fimbriais de EHEC, estd a fimbria polar longa (Lpf) similar a
fimbria de Salmonella enterica sorovar Typhimurium (TORRES et al., 2002). Coelhos e
cordeiros foram utilizados como modelo animal de infeccdo para demonstrar que a fimbria
LPF esta envolvida na adesao inicial a célula hospedeira e a persisténcia bacteriana intestinal
(NEWTON et al., 2004; TORRES et al., 2007). A fimbria LPF de EHEC, relacionada a
fimbria do tipo 1 em nivel de organizacdo genética, facilita a adesdo bacteriana as placas de
Peyer presentes na mucosa do ileo no intestino delgado (BAUMLER; TSOLIS; HEFFRON,
1996). A cepa Ec46/88 apresentou o gene IpfAl (Al-A), que codifica uma variante de LPF
(TORRES et al., 2009).

Torres et al. (2009) identificaram diferentes variantes polimorficos do gene IpfA,
denominados IpfAl e IpfA2. A variante IpfA1 é composta por cinco diferentes tipos, que
possuem varias sequéncias conservadas de nucleotideos, enquanto a variante IpfA2 apresenta
3 diferentes tipos polimorficos. Além disso, foi observado que as variantes polimorficas IpfAl
e IpfA2 podem contribuir como marcadores de viruléncia em associagdo aos subtipos de
intimina (TORRES et al., 2009). A variante IpfAl encontrada na cepa Ec46/88 foi descrita
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como filogeneticamente relacionada aos genes de IpfA encontrados em EPEC (96-99% de
identidade), onde o sorotipo representativo desse grupo seria 0 O127:H6. Os variantes IpfAl e
IpfA2 s@o muito prevalentes entre cepas de E. coli LEE-positivas, incluindo o sorotipo
0157:H7 associadas a diarreia severa e/ou epidémica (SZALO et al., 2002; TOMA et al.,
2006; TORRES et al., 2004). Entretanto, ndo existem relatos associando a fimbria Lpf ao
padrdo AA, 0 que descarta 0 seu envolvimento com o padrdo AA da cepa Ec46/88.

O gene ecpA, o qual faz parte do operon da fimbria ECP, também foi detectado na
cepa Ec46/88. A fimbria ECP é uma adesina recentemente descrita (POUTTU et al., 2001;
RENDON et al., 2007), produzida pela maioria dos patétipos de E. coli, incluindo cepas
intestinais e extraintestinais. Originalmente descrita como Mat (meningitis-associated
temperature-dependent) em uma cepa de E. coli associada a meningite (POUTTU et al.,
2001), ECP é uma fimbria peritriquia longa de 4 nm de espessura, semi-flexivel composta por
subunidades de EcpA (RENDON et al., 2007). O gene ecpA, também conhecido como yagZ,
foi descrito no genoma de EHEC O157:H7 (HAYASHI et al., 2001; PERNA et al., 2001), E.
coli K12 (BLATTNER et al., 1997), UPEC (WELCH et al., 2002) e em E. coli associadas a
meningites (POUTTU et al., 2001).

A fimbria ECP esté presente em muitos dos isolados de E. coli diarreiogénica e parece
agir em conjunto com a fimbria BFP durante a interacdo de tEPEC com a célula hospedeira
(SALDANA et al., 2009). Recentemente, Scaletsky et al. (2010) relataram o achado do gene
ecpA em cepas de aEPEC que apresentavam o padrdo AL-L (SCALETSKY et al., 2010). ECP
poderia ser uma adesina acessoria que juntamente com outros fatores medeia essa adesao.
Dados da literatura indicam a alta prevaléncia de ECP em cepas de aEPEC (HERNANDES et
al., 2011; SCALESTSKY et al., 2010).

Os genes responsaveis pela producdo da fimbria ECP estdo presentes em um operon
composto por cinco genes, conhecido como ecpABCDE, e por seu regulador ecpR
(GARNETT et al., 2012). Todos esses genes foram detectados inicialmente por PCR na cepa
Ec46/88 e posteriormente sequenciados por completo, demonstrando 99% de identidade com
0s genes do operon ecp na cepa protétipo E2348/69.

Em seguida foram pesquisados os genes que codificam as fimbrias AAF de EAEC. A
pesquisa desses genes revelou a presenca dos genes aggDCB do operon responsavel pela
biogénese da fimbria AAF/I, descrita na EAEC 17-2 (SAVARINO et al., 1994). Nessa cepa 0
operon é composto por cinco genes denominados aggDCBA (NATARO et al., 1993). Nataro et
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al. (1992) estudando a cepa 17-2, relacionaram o fen6tipo AA a presenca de um plasmideo que
seria responsavel pela biogénese da fimbria formada por feixes flexiveis, a qual denominaram
AAF/I.

O gene aggA codifica a pilina da fimbria AAF/I, esse gene nédo foi inicialmente detectado
na cepa Ec46/88 por PCR com iniciadores baseados na sequéncia desse gene da EAEC 17-2.
Porém, aggA pode ser detectado no plasmideo de ~ 60 MDa através da técnica de Southern-
blot. A presenca de genes variantes para AAF/I ja foram descritos na literatura (BHARDWAJ
et al., 2006; RICH et al., 1999). Rich et al. (1999) descreveram uma variante denominada
aggAssy. Esses autores relataram que algumas cepas de EAEC positivas para aggA em ensaios
de colony blot ndo apresentaram amplificacdo desse gene por PCR com iniciadores baseados na
cepa prototipo 17-2. O sequenciamento do gene aggA da cepa Ec46/88 revelou 99% de
identidade com essa variante aggAssy.

Os outros genes que compdem o operon foram detectados normalmente pela técnica de
PCR e Southern-blot, localizando-os também no mesmo plasmideo de ~ 60 MDa onde aatA foi
localizado. Esses genes foram posteriormente sequenciados por completo, evidenciando alta
identidade com as sequéncias de aggDCB da EAEC protétipo 17-2. Conclui-se que a cepa
Ec46/88 apresenta o operon de AAF/I com a variante AggAss7, codificados em um plasmideo
de ~60MDa.

Os genes que codificam essa fimbria estdo organizados em duas regides separadas por um
fragmento de 9 kb. A regido 2 contém o gene aggR, responsavel pela regulacdo da expressao da
fimbria (NATARO et al., 1993). AggR codifica uma proteina de 29,4 kDa que apresenta
homologia com a familia AraC/XylS de ativadores transcricionais. Essa familia inclui as
proteinas AraC, CfaR, Rns, ToxT, VirF e PerA (GOMES-DUARTE; KAPER, 1995). Membros
dessa familia possuem um alto conteido G+C (CARON et al., 1989). Na EAEC 042 AggR
regula a expressao de pelo menos 44 genes, incluindo ele préprio, no inicio da fase logaritmica
de crescimento (MORIN et al., 2013). O gene aggR é conhecido como o regulador global dos
genes de viruléncia das EAEC, porém, ndo sdo todas as cepas de EAEC que albergam o
regulador. Esse gene ndo foi detectado na cepa Ec46/88, nem pela técnica de PCR nem por
hibridizacdo com sonda de DNA em condi¢des de alta estringéncia. Todas as cepas protétipo
nas quais as fimbrias AAF foram descritas apresentam o regulador aggR, mas ndo como parte
do operon responsavel pela biogénese (BERNIER et al., 2002; BOISEN et al., 2008; ELIAS et
al., 1999; NATARO et al., 1994; SAVARINO et al., 1994). No caso de AAF/I ser produzida na
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cepa Ec46/88, a mesma pode ser regulada por uma variante de AggR ou mesmo por algum
outro regulador da familia AraC.

Com o intuito de avaliar o possivel envolvimento de AAF/I e ECP no fenotipo AA da
cepa Ec46/88, o presente estudo foi conduzido para a obtencdo de mutantes nessas fimbrias.

Através de uma mutacdo polar no gene que codifica o usher de AAF/I foi possivel
verificar a participacdo da mesma na adesdo apresentada pela cepa Ec46/88. A mutagcdo no
gene aggC bloqueou a montagem da fimbria e, consequentemente, houve significativa
reducdo na adesdao em células HelLa quando comparado com a cepa selvagem. Porém, o
padrdo agregativo nao foi afetado, indicando que esta adesina ndo € a Unica responsavel pelo
fendtipo agregativo apresentado pela cepa Ec46/88.

O padrdao AA pode ser mediado por multiplas estruturas na mesma cepa, coOmo na
EAEC 042 onde o padrdo AA ¢ dependente das fimbrias AAF/II, tipo | e ECP (MOREIRA et
al., 2003).

Apesar de ndo ter sido investigada a producdo de AAF/I na cepa Ec46/88, devido a
indisponibilidade de soro anti-AAF/I, os dado obtidos nos testes quantitativos de adeséo
levam a acreditar que essa fimbria seja produzida, uma vez que houve uma diferenca
significativa na adeséo dos mutantes.

Além dos genes do operon da fimbria AAF/I, a cepa Ec46/88 alberga os genes
envolvidos na biogénese da fimbria ECP. Rendon et al. (2007) detectaram ECP em cepas de
E. coli patogénicas e ndo patogénicas. Através da construcdo de um mutante em ecpA na cepa
EDL933 (EHEC), foi observada significativa reducdo da adesdo em células epiteliais
comparada com a cepa selvagem. Os autores ainda descreveram a alta prevaléncia (96% das
cepas) do gene ecpA em cepas de E. coli intestinais, composta por E. coli da flora intestinal,
EPEC, ETEC, EAEC, EHEC, EIEC e ainda por UPEC e E. coli aviaria. Em EPEC, ECP
parece atuar em conjunto com a fimbria BFP na formacéo e estabilizacdo das microcol6nias
formadas no padrdo de adesdo AL (SALDANA et al., 2009). Em EAEC, ECP contribui na
adesdo agregativa de cepas que ndo apresentam as fimbrias AAF (AVELINO et al., 2010).

Uma vez que a fimbria ECP também pode ser acessoria, ou até mesmo responsavel
pela expressdo do fendtipo AA em cepas deficientes das fimbrias AAF, foi necessaria a
construcdo de um mutante que impedisse a producdo desta fimbria, a fim de avaliar o seu

papel na adesdo AA apresentada pela cepa.
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Através de uma mutacdo polar no gene que codifica o usher de ECP (ecpC) foi
possivel bloquear a montagem da fimbria. A cepa Ec46/88AecpC apresentou um indice de
adesdo muito semelhante ao da cepa selvagem. Esses dados estdo de acordo com os relatados
por Avelino et al. (2010), onde a mutacdo no gene ecpA da cepa prototipo 042 ndo apresentou
reducdo significativa comparada a cepa selvagem 042. Esses autores relataram que outra cepa
mutante em ecpA, porém desprovida de qualquer fimbria AAF, apresentou uma reducdo
significativa na adesdo comparado a sua respectiva cepa selvagem.

A subunidade principal de ECP, a pilina, apresenta peso molecular de 21 kDa, e
frequentemente anticorpos contra essa subunidade séo utilizados para a detec¢do da produgéo
de ECP em cepas de E. coli diarreiogénica (AVELINO et al., 2010; RENDON et al., 2007;
SALDANA et al., 2009). Neste estudo ndo foi possivel verificar a presenca da subunidade de
ecpA através de immunoblotting (dados ndo apresentados), mas existe indicio de que esta
fimbria seja produzida pela cepa Ec46/88 pois nas microscopias eletrdnicas que foram
realizadas as cepas selvagem e mutante em AAF/I foram observadas estruturas filamentosas
conectando as bactérias, muito semelhantes as observadas nos trabalhos que relatam a
estrutura da fimbria ECP (RENDON et al., 2007; SALDANA et al., 2009). Esses mesmos
filamentos estavam ausentes no mutante em ECP na cepa Ec46/88.

Provavelmente a construcdo de duplo mutante em AAF/I e ECP reduziria ainda mais a
adesdo, com possivel alteracdo do padrdo AA. Além disso, a cepa Ec46/88 alberga o gene
eae, que se mostrou funcional nos ensaios de analise da formacdo da lesdo A/E. Dessa forma,
a cepa Ec46/88 ainda apresentaria a adesdo mediada pela adesina intimina. Um terceiro
mutante em intimina permitird analises mais precisas do papel de AAF/I e ECP na adesdo da
cepa Ec46/88.

A cepa Ec46/88 pertence ao sorotipo O142:H34, um dos 12 sorotipos classicos de
tEPEC reconhecidos pela OMS (WHO, 1987). Porém essa cepa apresenta caracteristicas de
EPEC e EAEC. Uma questdo importante do presente estudo refere-se a origem genética da
Ec46/88. Para responder a essa questdo seria importante o sequenciamento do genoma dessa
cepa, incluindo andlises da relagdo do plasmideo de ~ 60 MDa que ela alberga com o0s
plasmideos pAA de EAEC. Por outro lado, analises filogenéticas podem ajudar na
compreensdo dessa questao.

Diversos estudos procuram classificar a origem clonal de cepas tanto patogénicas
como simbiontes de E. coli (AFSET et al., 2008; BANDO et al., 2009; ESCOBAR-PARAMO
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et al., 2004; LACHER et al., 2007). A maioria deles distribui as cepas de E. coli entre os
principais grupos filogenéticos: A, B1, B2 e D (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN,
2000). Em outro estudo mais recente seis grupos filogenéticos de E. coli foram descritos (A,
B1, B2, C, D e E), onde cepas patogénicas e nao patogénicas ficaram distribuidas em todos os
seis grupos, enquanto as E. coli extraintestinais distribuiram-se nos grupos B2 e D
(ESCOBAR-PARAMO et al., 2004). Alguns demonstraram a clonalidade das aEPEC com as
tEPEC e EHEC (REID et al., 2000). Outros associam os fatores de viruléncias encontrados
nas cepas com os grupos filogenéticos. Lacher et al. (2007) pesquisaram em 129 cepas de
EPEC a variacdo alélica de 3 genes (eae, bfpA e perA) relacionando essa variacao a diferentes
tipos de plasmideo pEAF e ainda, classificaram essas cepas em quatro clusters: EPEC 1,
EPEC 2, EPEC 3 e EPEC 4. Sendo que o grupo das EPEC 1 apresentou apenas cepas de
EPEC tipicas (055, 0127, 0142) que apresentavam LEE inserida no locus de selC. Os outros
trés grupos continham cepas tanto de EPEC tipicas quanto de atipicas, com diferengas nos
antigenos flagelares apresentados. Esses autores demonstram que com a perda dos genes bfpA
e perA, e possivelmente todo o pEAF, cepas de aEPEC evoluiram geneticamente das tEPEC.

Utilizando a metodologia de analise de sequenciamento de genes housekeeping, a cepa
Ec46/88 foi inserida em uma arvore filogenética ja construida com cepas de diferentes
patétipos de E. coli diarreiogénicas (BANDO et al., 2009). Apenas trés genes puderam ser
utilizados para a construcdo da arvore juntamente aos dados anteriores de Bando et al. (2009).
Contudo, foi possivel classificar a cepa Ec46/88 no grupo filogenético B2, proximamente
relacionada ao patétipo EPEC que inclui a tEPEC protétipo E2348/69. O grupo B2 apresenta
grande homogeneidade sendo bastante constante dentro da arvore, ou seja, para a maioria das
arvores consenso construidas a partir dessa analise, essas cepas permaneceram sempre juntas,
ndo importando mais a quantidade de genes inseridos.

A técnica de multi-locus sequence typing baseia-se no estudo da variacdo da sequéncia
de nucleotideos dos fragmentos de multiplos genes metabdlicos dentro de uma mesma espécie
bacteriana. Estes genes sdo altamente conservados e esta técnica permite descobrir maltiplos
alelos variantes que caracterizam e classificam membros dentro de uma espécie bacteriana
(COOPER; FEIL, 2004). O método de bootstrap baseia-se no arranjo aleatdrio do conjunto de
dados para criar novas relagfes filogenéticas, chamado réplicas. O consenso de todas as

arvores obtidas através das réplicas indica quais ramos estdo melhores apoiados pelos dados.
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O valor de bootstrap do grupo onde a Ec46/88 se localizou foi bastante alto, indicando a
robustez do grupo.

Com esses resultados foi possivel classificar a cepa como uma aEPEC que recebeu o0s
genes aatA e o operon agg do plasmideo pAA1 de EAEC. Esses dados corroboram as analises
por ribotipagem de cepas do sorotipo O142:H34, incluindo tEPEC, aEPEC e a cepa Ec46/88
do presente estudo, mostrando que todas pertencem ao mesmo ribotipo (GHILARDI et al.,
2003). Além disso, esses mesmos autores verificaram que a cepa Ec46/88 apresentava a
regido LEE inserida em selC. O sitio de insercdo de LEE pode variar de acordo com a
filogenia clonal da cepa, razéo pela qual se pode inferir que evolutivamente essa cepa tem a
mesma origem que a E2348/69, onde a regido LEE foi descrita inserida em selC (McDANIEL
etal., 1995).

Em resumo a cepa Ec46/88 possui a seguinte composicdo genética: presenca da regido
LEE funcional e inserida em selC; auséncia do pEAF, bfpA e da producgédo de BFP; presenca
do plasmideo de ~ 60 MDa contendo os gene aatA e aggDCBA; presenca do operon
ecpRABCDE; além dos genes, fimA/fimH e IpfALl.

Provavelmente essa cepa de aEPEC tenha recebido por transferéncia horizontal alguns
genes presentes no plasmideo de viruléncia de EAEC, uma vez que as E. coli sdo micro-
organismos extremamente versateis, onde a aquisicdo e perda de fatores de viruléncia se torna
muito comum através de transferéncia horizontal. De fato o operon agg é flanqueado por
sequéncias de insercdo (IS) que poderiam mediar essa transferéncia (NATARO et al., 1993).
Cepas de aEPEC sdo altamente heterogéneas, relatos da literatura demonstram que a adeséao
relacionada a cepas de aEPEC possuem uma abordagem multifatorial na maioria das vezes, e
a producéo sincronizada de adesinas fimbriais e ndo fimbriais esta envolvida nesse fenotipo
(HERNANDES et al., 2011). A adesdo bacteriana a célula hospedeira € um processo
complexo e em muitos casos envolve a participacdo de diferentes adesinas. Todas podem
atuar ao mesmo tempo ou em estagios distintos da infeccdo (BLATTNER et al., 1997).

A caracterizacdo de cepas de E. coli e a correlacdo entre fatores de viruléncias e
patdtipos de E. coli diarreiogénicas tem se tornado desafiante em vista da grande combinagéo
de fatores de viruléncia que algumas cepas especificas apresentam. O surto na Alemanha de
0104:H4 é um exemplo da variabilidade das combinagdes dos genes de viruléncia derivados
de dois diferentes patétipos. A complexidade desse surto foi atribuida a grande capacidade de

adesdo agregativa e formacdo de biofilme dessa cepa, caracteristicas mediadas pela fimbria
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AAF/I. 1sso demonstra a importancia de AAF/l como fator de viruléncia e a sua presenca em
cepas de outros patétipos de E. coli (MUNIESA et al., 2012).

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a cepa Ec48/66 é uma aEPEC, com
capacidade de causar a lesdo A/E in vitro e que expressa 0 padrdo de adesdo agregativo
mediado em parte por uma variante da fimbria AAF/I de EAEC, cujos genes estdo presentes
em um plasmideo; e pela fimbria acessoria ECP, que estaria colaborando na manutencéo do
padrdo agregativo. Os resultados aqui obtidos também indicam que outra fimbria, ainda ndo

caracterizada, participa do estabelecimento do padrdo AA nesta cepa.
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6 CONCLUSOES

A cepa de E. coli diarreiogénica do sorotipo 0142:H34 (Ec46/88):

- E uma EPEC atipica capaz de causar lesdo A/E in vitro, filogeneticamente relacionada a
cepa prototipo de EPEC tipica E2348/69;

- Alberga um plasmideo de ~60 MDa que contém o fragmento sonda AA (aatA) e os genes do
operon que codifica as proteinas da biogénese da fimbria AAF/I, ambos encontrados na cepa
protétipo de EAEC 17-2;

- Apresenta 0 padrdo de adesdo agregativo em células epiteliais cultivadas de carater
multifatorial, mediado em parte por uma variante da fimbria AAF/I (AggAss7) e
minoritariamente pela fimbria de ECP. Adesinas acessorias ainda ndo caracterizadas

participam desse fenotipo.
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